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RESUMO 
O cancro da próstata é hoje em dia um importante problema de saúde pública. 
Em Portugal, é o tipo de cancro mais frequente no homem, causando cerca de 10% da 
mortalidade por cancro. A maioria dos homens são diagnosticados em estádios iniciais 
da doença e nalguns casos é desenvolvida recorrência e, eventualmente, doença 
metastática. Hoje em dia, a terapia utilizada no tratamento do cancro da próstata, na 
maioria dos casos, provoca efeitos secundários e não fornece uma cura, surgindo a 
necessidade do desenvolvimento de novas estratégias de quimioterapia para o controlo 
eficaz desta patologia.  
A terapia anti-angiogénica tem vindo a ser incorporada em vários protocolos 
terapêuticos contra o cancro, constituindo uma abordagem promissora como adjuvante 
da quimioterapia convencional. Contudo, sabe-se que os tumores tratados com fármacos 
bloqueadores do fator de crescimento vascular endotelial A (VEGFA), desenvolvem 
resistência ao tratamento e nem todos os tipos de tumores são sensíveis a esta terapia. 
Deste modo, surge a necessidade do desenvolvimento de terapias anti-angiogénicas 
alternativas para complementar os tratamentos existentes, melhorando-as e impedindo o 
desenvolvimento de resistências.  
Recentemente, a sinalização Delta-like 4 (Dll4)/Notch tem sido identificada 
como um novo e promissor alvo na angiogénese tumoral. O bloqueio da função de Dll4 
tem demonstrado ter um efeito pró-angiogénico nos tumores, promovendo um aumento 
da neo-vasculatura tumoral. Paradoxalmente, este bloqueio inibe o desenvolvimento 
tumoral devido à formação de vasos imaturos e não-funcionais, com subsequente 
aumento do nível de hipoxia no tumor. Contudo, apesar da notoriedade destas 
informações, é fundamental a realização de mais estudos, nomeadamente, utilizando-se 
modelos de tumores autóctones, de forma a ser feita uma avaliação mais fiável da 
eficácia de terapias anti-angiogénicas baseadas no bloqueio de Dll4. Neste sentido, o 
trabalho de investigação desenvolvido tem como objetivo a caracterização da expressão 
alterada de Dll4 no desenvolvimento de tumores prostáticos. Para isso recorreu-se à 
análise de uma linha de murganhos TRAMP (TRansgenic Adenocarcinoma of the 
Mouse Prostate), que desenvolve adenocarcinoma da próstata, com sobre-expressão ou 
deleção de Dll4, no endotélio.  
A caracterização fenotípica dos mutantes com ganho-de-função endotelial de 
Dll4 revelou uma diminuição do crescimento tumoral, devido ao efeito anti-angiogénico 
de Dll4, impedindo a resposta das células endoteliais aos estímulos pró-angiogénicos. 
Simultaneamente verificou-se que o aumento dos níveis de expressão de Dll4 promove 
a estabilização dos vasos já existentes, através do recrutamento de células de suporte. 
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Por outro lado, confirmou-se os resultados anteriormente referidos em outros modelos 
animais, em relação aos mutantes com perda-de-função endotelial de Dll4. 
No seu conjunto os resultados mostram que o gene Dll4 desempenha um papel 
fulcral como regulador negativo do crescimento vascular angiogénico e, ao mesmo 
tempo, como regulador positivo dos fatores de normalização da vasculatura tumoral. 
Estes fatos sustentam a hipótese do controlo do funcionamento de Dll4 apresentar 
potencial terapêutico na luta contra o cancro da próstata, como agonista ou antagonista, 
dependendo do tipo tumoral e do resultado da avaliação de segurança e eficácia destas 
terapias que deverão ser feitos, especialmente quando combinada com outros fármacos.  
 
Palavras-chave: Angiogénese tumoral; sinalização Dll4/Notch; TRAMP; 








IMPORTANCE OF DLL4 IN TUMOR NEOANGIOGENESES USING A MURINE MODEL OF 
PROSTATE CANCER 
 




Prostate cancer is an important public health problem. In Portugal, this is the 
most common type in humans, causing about 10% of cancer mortality. Most patients are 
diagnosed at early stages of the disease and in some cases develope recurrence and 
metastatic disease.  Current treatments for prostate cancer are mainly associated with 
side effects and fail to provide a cure. The anti-angiogenic therapy has been 
incorporated in various cancer therapeutic protocols and it is a promising approach as an 
adjuvant to conventional chemotherapy. However, it is known that tumors treated with 
the currently approved anti-angiogenic VEGF-targeting drug can develop resistance and 
not all tumor types are sensitive to such therapy. Therefore, alternative angiogenesis-
based therapies are required to complement the existing treatments, improve them and 
prevent the development of resistance.  
Recently, the Delta 4 (Dll4) / Notch signaling has been identified as a promising 
new target in tumor angiogenesis. The inhibition of Dll4 in tumors has revealed a pro-
angiogenic effect, which leads to an increase in tumor neo-vasculature. Paradoxically, 
this blockage inhibits the tumor growth due to the formation of immature and non-
functional vessels, with subsequent increased levels of tumor hypoxia. However, further 
studies using autochthones tumor models are needed for a more reliable evaluation the 
efficacy of Dll4-based anti-angiogenic therapies. In this work were carried out trials to 
characterize the altered expression of Dll4 in prostatic tumor development. For this we 
used the animal model TRAMP (TRansgenic Adenocarcinoma of the Mouse Prostate), 
which develops prostate adenocarcinoma with Dll4 overexpression or Dll4 deletion in 
the endothelium. 
Phenotypic characterization of mutants with gain-of-function endothelial Dll4 
showed a decrease of tumor growth due to an anti-angiogenic effect of Dll4, preventing 
the endothelial cell’s response to pro-angiogenic stimuli. Simultaneously, the increased 
expression of Dll4 promoted the stabilization of existing vessels through the recruitment 
of support cells. Moreover, the results previously described in other animal models with 
Dll4 endothelial loss-of-function were confirmed. 
Taken together, these results show that the Dll4 gene plays an important role in 
prostatic tumor angiogenesis, both as a negative regulator of vascular growth and as a 
positive regulator of pro-maturation and vascular normalization factors. These 
observations support the hypothesis that controlling the function of Dll4 may represent 
an effective therapeutic approach for the treatment of solid tumors. The use of Dll4 
agonists or antagonists will probably depend on the tumor type as well as on further 
toxicity and efficacy analyses, especially when combined with other drugs. 
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1. Biologia Tumoral 
O cancro é, atualmente, uma das principais causas de morbilidade e mortalidade 
em todo o mundo. Tal como em outros países desenvolvidos, também em Portugal os 
cancros representam a segunda causa de morte, a seguir às doenças do aparelho 
circulatório (Nunes et al., 2010). 
O cancro desenvolve-se como consequência da acumulação de mutações nos 
genes de uma célula, que se transmite à descendência, provocando uma desregulação na 
taxa de proliferação e morte celular, dando origem a um crescimento anormal das 
células do organismo (King, 1996, Lodish et al., 2001). Uma célula pode-se tornar 
cancerígena ou pelo menos iniciar essa transformação, através da inativação de 
oncogenes, síntese contínua de telomerases ou indução de aneuploidia (Bergers and 
Benjamin, 2003). Além disso, podem também ocorrer mutações em genes supressores 
de tumores ou genes que promovem a estabilidade genética, como reguladores de 
apoptose e genes de reparação do ADN (Duesberg et al., 1999, Pelengaris et al., 2002, 
Hahn and Weinberg, 2002).  
O crescimento tumoral ocorre através de três etapas distintas, hiperplasia, 
displasia e anaplasia. A fase hiperplásica caracteriza-se pela hiperproliferação celular de 
células que ainda mantêm uma morfologia normal. A fase displásica resulta no 
crescimento contínuo, acompanhado de alterações morfológicas nas células envolvidas. 
E por último, na fase anaplásica, as células tumorais têm um aspeto ainda mais anormal, 
atingindo um fenótipo cada vez mais invasivo (Bergers and Benjamin, 2003, Alberts et 
al., 1994). 
Os tumores, ou neoplasias, podem ser classificados como benignos e malignos, 
consoante as suas características microscópicas e macroscópicas. Quando as células 
tumorais se mantêm agregadas, com fronteira bem definida para as células vizinhas 






as células tumorais estão misturadas com as células normais, não existindo uma 
fronteira clara, estamos perante uma neoplasia maligna (figura 1b). Neste caso, as 
células neoplásicas que constituem o tumor primário têm tendência a invadir a corrente 
sanguínea e os vasos linfáticos, podendo ser transportadas para uma zona distante do 
organismo e dar origem a um tumor secundário, processo denominado por metastização. 
Apenas os tumores malignos são denominados cancro (Lodish et al., 2001, Ruddon, 
2007, Plank and Sleeman, 2003). 
 
 
Figura 1. Diagrama esquemático de: a) tumor benigno, b) tumor maligno 
 (Adaptado de Plank and Sleeman, 2003). 
 
Os cancros podem também serem classificados consoante o tipo de tecido que 
sofreu transformação neoplásica. A maior parte dos tumores são carcinomas 
desenvolvidos a partir das células epiteliais (células que cobrem a parte externa da 
superfície do corpo e revestem as cavidades internas). Os sarcomas desenvolvem-se a 
partir das células musculares ou conjuntivas e as leucemias são de origem 
hematopoiética. Adicionalmente, os tumores podem ser categorizados pela sua origem, 
sendo que cancros originados em tecidos diferentes, tendem a comportar-se de maneira 
muito diferente. Por exemplo, os tumores epiteliais podem ter aparência ou origem 







Na realidade, o cancro não pode ser encarado como uma doença, mas sim como 
uma classe de doenças com as características comuns de proliferação aumentada e 
invasão de tecidos circundantes (Alberts et al., 1994, King, 1996).  
 
1.1. Vasculatura tumoral  
Toda a vasculatura, tanto a tumoral como a dos tecidos normais, é composta por 
uma monocamada de células endoteliais, ou endotélio. Estas células são estruturas 
organizadas em mosaico à volta do lúmen central, no qual circula a corrente sanguínea, 
e encontram-se revestidas por uma membrana basal, que separa o endotélio do tecido 
circundante, e por células de suporte periendoteliais (perícitos, no caso dos capilares e 
células de músculo liso, nos vasos maiores). Tanto os perícitos como as células do 
músculo liso, desempenham um papel importante na maturação e estabilização dos 
vasos sanguíneos, assim como no controlo da perfusão (Plank and Sleeman, 2003, Roy 
Bicknell et al., 1997). 
A rede vascular nos tumores é composta por microvasos irregulares, dilatados e 
tortuosos. Pode apresentar regiões necróticas, razão pela qual não se podem classificar 
em arteríolas, vénulas ou capilares, como no caso dos vasos sanguíneos normais do 
organismo (McDonald and Baluk, 2002, Bergers and Benjamin, 2003). Estes vasos têm 
um revestimento endotelial parcial e uma membrana basal fragmentada, o que lhes 
confere uma elevada permeabilidade (Eichhorn et al., 2007).  
Atualmente, são conhecidas duas estratégias para a formação dos vasos 
sanguíneos, tanto em tecidos normais como em tumores: a vasculogénese e a 
angiogénese. A vasculogénese ocorre tanto no desenvolvimento embrionário, como nos 
tumores (vasculogénese pós-natal). Nestes últimos, este processo ocorre através da 
mobilização de células progenitoras endoteliais com origem na medula óssea que se 
diferenciam em células endoteliais, sendo estas últimas transportadas para a corrente 
sanguínea de forma, a serem incorporadas nas paredes dos vasos sanguíneos em 
crescimento (figura 2a) (Yancopoulos et al., 2000). Conhecem-se alguns tumores 
dependentes principalmente deste processo, como é o caso do sarcoma de Ewing (Yu et 
al., 2010). A angiogénese envolve vários eventos morfológicos, como a ramificação, 






lumenização, sobrevivência, diferenciação e remodelação (figura 2b) (Carmeliet and 
Jain, 2000). Este processo ocorre no embrião em desenvolvimento e no adulto (neo-
angiogénese) em situações de feridas, isquémia, funções reprodutoras femininas e em 
determinadas patologias, como o caso dos tumores (Oklu et al., 2010, Sainson and 
Harris, 2007, Sainson and Harris, 2008, Fraser and Lunn, 2000). 
No caso dos tumores a angiogénese pode, alternativamente, ocorrer por divisão 
longitudinal de um vaso pré-existente, processo conhecido por intussusceção (figura 2c) 
(Papetti and Herman, 2002, Carmeliet and Jain, 2000, Hanahan and Weinberg, 2011, 
Carmeliet and Jain, 2011). A intussusceção angiogénica é um processo mais rápido e 
eficiente comparativamente com o processo de ramificação angiogénica em si, devido a 
este precisar apenas da reorganização das células endoteliais existentes e não depender 
da proliferação e migração endotelial (Burri et al., 2004). No entanto, além destes dois 
mecanismos, têm sido descobertas outras estratégias que permitem aos tumores 
tornarem-se vasculares, como o mimetismo vascular, no qual as células tumorais 
formam elas próprias os vasos sanguíneos, ou ainda a partir de células endoteliais que 
têm anomalias nos cromossomas que se diferenciam a partir de células estaminais 
tumorais  (Carmeliet and Jain, 2011, Tortora et al., 2004). 
 
 
Figura 2. Processos de formação dos vasos sanguíneos 







De todos os processos referidos, os tumores induzem principalmente a neo-
vascularização via ramificação angiogénica e por norma aumentam o número de vasos 
pelo processo de intussusceção (Burri et al., 2004). Além disso, a angiogénese tumoral é 
considerada uma das seis alterações fisiológicas essenciais no desenvolvimento do 
cancro (Hanahan and Weinberg, 2000, Hanahan and Weinberg, 2011).  
 
 
2. Angiogénese tumoral 
Como em todos os tecidos, os tumores dependem de um fornecimento adequado 
de oxigénio e nutrientes, e necessitam de remover eficazmente os produtos de excreção, 
para a sua sobrevivência. Assim, a capacidade do tumor aceder ao sistema vascular do 
organismo e formar uma vasculatura própria é essencial para a tumorigénese (Roy 
Bicknell et al., 1997, Bergers and Benjamin, 2003).  
Inicialmente, os tumores são avasculares (hiperplásicos) e dependem do 
fenómeno de difusão passiva para a sua sobrevivência e crescimento (Plank and 
Sleeman, 2003). Quando atingem 0,5 mm de diâmetro, entram num estado de 
dormência. Este estado não significa que as células tumorais sejam incapazes de 
proliferar, mas sim que existe um balanço perfeito entre as células proliferativas e a taxa 
de apoptose. O estado de dormência pode durar vários anos e só alguns tumores passam 
para a fase vascular (neoplásica) (Roy Bicknell et al., 1997, Eichhorn et al., 2007, Plank 
and Sleeman, 2003). A fase vascular caracteriza-se pelo crescimento exponencial dos 
tumores, ou seja, quando estes crescem além de 1 – 2 mm
 
(Folkman and Hanahan, 
1991, Bergers and Benjamin, 2003).  
A transição entre a fase avascular (hiperplasia) e a fase vascular (neoplasia) nos 
tumores, ocorre quando se dá o denominado “angiogenic switch”, ou seja, quando 
existe uma alteração no balanço entre os fatores de crescimento angiogénicos (fatores 
pró-angiogénicos) e os inibidores endógenos da angiogénese (fatores anti-angiogénicos) 
(Hanahan and Folkman, 1996, Plank and Sleeman, 2003). O “angiogenic switch” 






ocorre o crescimento exponencial e progressão do tumor (Eichhorn et al., 2007, 
Folkman, 1990).  
O mecanismo de ação de cada um dos fatores pró- e anti-angiogénicos é 
diferente, assim como a sua origem e os estímulos para a sua produção. Estes fatores 
podem ser provenientes das células tumorais e do microambiente do tumor, incluindo as 
células do estroma (células endoteliais, perícitos, células de músculo liso, fibroblastos, 
entre outras) e as células inflamatórias que infiltram os tumores (como macrófagos, 
linfócitos T e B, células dendríticas, entre outras) (Pelengaris et al., 2002, Plank and 
Sleeman, 2003, Coussens and Werb, 2001). Adicionalmente, as mudanças de expressão 
dos fatores angiogénicos pode dever-se à ativação de oncogenes ou deleção em genes 
supressores tumorais que controlam a produção destes reguladores ou ainda como 
resposta ao stress metabólico, que se pode apresentar na forma de hipoxia, 
hipoglicémia, formação de espécies reativas de oxigénio (ROS), pH baixo ou 
deficiência de ferro (Bergers and Benjamin, 2003, Eichhorn et al., 2007, Pandya et al., 
2006, Carmeliet and Jain, 2000).  
 
2.1. Mecanismos da angiogénese 
Os estádios iniciais da angiogénese tumoral são definidos por uma vasodilatação 
e aumento da permeabilidade vascular dos capilares pré-existentes, em resposta ao 
estímulo angiogénico (Bergers and Benjamin, 2003). Isto permite o extravasamento de 
proteínas plasmáticas que estabelecem uma matriz provisória, no qual as células 
endoteliais são ativadas e iniciam o processo de migração em direção ao tumor (figura 
3a). Simultaneamente, os perícitos separam-se da parede dos vasos, pela ação de 
Angiopoietina-2 (Ang2), e libertam-se da membrana basal por degradação proteolítica 
(Carmeliet and Jain, 2011, Bergers and Benjamin, 2003).  
Em seguida, as células endoteliais iniciam o processo de migração em direção ao 
tumor, ocorrendo a seleção de uma célula endotelial específica, denominada de célula 
da ponta (tip cell). Esta seleção ocorre na presença de alguns fatores como os recetores 
de VEGF e os ligandos da sinalização Notch (Delta-like 4 – Dll4 e Jagged1) (figura 3) 








Figura 3.Mecanismo da angiogénese: seleção de uma célula de ponta 
 (Adaptado de Carmeliet and Jain, 2011). 
 
O alongamento do novo vaso inicia-se através da proliferação e migração de 
células vizinhas das células da ponta, as células do tronco vascular (stalk cells), que são 
estimuladas pela via de sinalização Notch, entre outras (figura 4) (Carmeliet and Jain, 
2011). As células da ponta desenvolvem filopódios que são orientados por sinais 
compostos por proteínas da família das efrinas, e as células do tronco vascular libertam 
moléculas que lhes permitem adquirir informação espacial acerca da posição das células 
vizinhas, permitindo a formação do novo broto vascular (Carmeliet and Jain, 2011, 
Herbert and Stainier, 2011). As células mielóides ajudam a fusão do novo vaso com os 
vasos já existentes (processo denominado de anastomose), permitindo o 
desenvolvimento do lúmen e iniciando o fluxo sanguíneo (Carmeliet and Jain, 2011). O 
subsequente contacto entre as células da ponta promove a paragem da migração destas e 
permite a formação de interações intercelulares altamente adesivas nos locais de 
contacto. Esta adesão é promovida por certas proteínas transmembranares, como a 
caderina endotelial vascular (VE-cadherin) e a molécula de adesão de células 











Figura 4. Mecanismo da angiogénese: alongamento do novo vaso 
(Adaptado de Carmeliet and Jain, 2011). 
 
Por fim, para um vaso se tornar funcional e o processo angiogénico terminar é 
necessário que ocorra a sua maturação e estabilização. Estes eventos são mediados por 
diversos sinais, como os do fator de crescimento derivado de plaquetas B (PDGFB), 
Angiopoietina-1 (Ang1), efrinaB2 e Notch (Herbert and Stainier, 2011). 
 
2.2. Reguladores da angiogénese tumoral 
A maioria das moléculas envolvidas na capacidade de indução do crescimento 
de novos vasos sanguíneos pelos tumores, também regula a angiogénese fisiológica, 
sugerindo que a angiogénese tumoral resulta do desregulamento dos processos 
angiogénicos fisiológicos. Entre as vias de sinalização com influência no processo 
angiogénico, nomeadamente, no estabelecimento, maturação e estabilização da 
vasculatura, conhecem-se as vias VEGF, Angiopoietinas, PDGF, Efrinas, Notch, entre 
outras (Rossant and Howard, 2002). 
 
 2.2.1. Sinalização VEGF 
VEGFA frequentemente designado por VEGF, é um ligando que pertence à 
família VEGF, que codificam glicoproteínas homodiméricas. Para além do gene 
VEGFA a família VEGF é constituída também pelos genes VEGFB, -C, -D e pelo fator 






VEGFA é considerado o principal regulador da angiogénese tumoral. A sua 
expressão encontra-se aumentada na maioria dos tumores humanos, sendo 
correlacionada com a densidade microvascular aumentada nestes e com um mau 
prognóstico, como foi inicialmente demonstrado em pacientes com cancro da mama 
(Ferrara, 1999, Toi et al., 1996). Analogamente aos processos fisiológicos, a produção 
deste fator nas neoplasias é predominantemente desencadeada pela hipoxia, através dos 
fatores de indução de hipoxia (HIFs), subunidade 1 e 2 alpha (Semenza, 2003). No 
entanto, existem outros determinantes da sua expressão como por exemplo, o PDFG 
(Pandya et al., 2006). VEGFA pode ser secretado pelas células tumorais, nomeadamente 
as do cancro da próstata, e por células mesenquimais do microambiente tumoral mas 
também por macrófagos (Li and Cozzi, 2010, Liang et al., 2006).  
A capacidade de resposta endotelial para VEGFA é regulada pelas interações 
com os recetores transmembranares, com domínio de cinase de tirosina,VEGFR1 (ou 
Flt1) e VEGFR2 (ou Flk1), os quais, quando ativados fosforilam uma grande 
diversidade de proteínas que determinam a ativação de cascatas de sinalização a jusante 
(Veikkola et al., 2000, Neufeld et al., 1999). Ambos os recetores são expressos no 
endotélio, e no caso do VEGFR2, existem estudos que demonstram a sua expressão e 
possível função noutros tecidos, como o sistema nervoso central (Rossant and Howard, 
2002) 
Atualmente, sabe-se que o recetor VEGFR2 é o principal mediador da ação de 
VEGFA, estimulando diversas vias envolvidas na mitogénese, migração e sobrevivência 
das células endoteliais, além de promover a permeabilidade vascular (Ferrara et al., 
2003, Risau and Flamme, 1995, Gale and Yancopoulos, 1999). Contrariamente, quando 
VEGFA se liga a VEGFR1, os efeitos do ligando são minimizados, uma vez que o 
recetor apesar de apresentar uma afinidade cerca de dez vezes superior para o ligando 
que VEGFR2, tem uma atividade de cinase de tirosina extremamente fraca 
(Waltenberger et al., 1994). Adicionalmente, é conhecido que o gene VEGFR1 também 
pode ser transcrito numa forma solúvel da proteína, com alta afinidade para VEGFA, 
atuando como dissipador deste (Shibuya et al., 1990, Kendall and Thomas, 1993). 
Assim, VEGFR1 parece funcionar como um regulador negativo da angiogénese, ao 
sequestrar VEGFA impedindo-o de se ligar a VEGFR2 (Veikkola et al., 2000). Sabe-se 






recetor que se liga a este último fator de crescimento. Este facto revela a existência de 
uma competição na interação de VEGFR1 com PlGF e VEGFA, originando um 
aumento da quantidade de moléculas disponíveis de VEGFA que se podem ligar a 
VEGFR2 (Rossant and Howard, 2002, Oklu et al., 2010). PlGF através da ligação a 
VEGFR1 parece estar implicado na sinalização que modula a linhagem dos monócitos e 
uma vez que a expressão de VEGFR1 também ocorre por macrófagos, este recetor tem 
um papel importante na estimulação da angiogénese de uma forma reduzida através 
destes fenómenos (Shibuya, 2006).  
 
2.2.2. Sinalização Angiopoietina/Tie 
A via de sinalização Angiopoietina/Tie desempenha um papel crítico no 
crescimento angiogénico, em particular na manutenção do equilíbrio entre um endotélio 
quiescente e um endotélio ativo em resposta à angiogénese, quer fisiológica quer 
patológica (Plank and Sleeman, 2003). As glicoproteínas solúveis Ang1 e Ang2 
encontram-se sobre-expressos em diversos tumores humanos, como no cancro da 
próstata (Li and Cozzi, 2010).  
Ang1 é secretada pelas células de suporte e estimula o crescimento tumoral 
através da sua ligação ao recetor transmembranar de cinase de tirosina Tie2, específico 
do endotélio, ativando a sua fosforilação e consequente cascata de sinalização (Currie et 
al., 2001, Karamysheva, 2008). Esta interação ligando-recetor promove a associação de 
perícitos ao endotélio, diminui a permeabilidade vascular, ao manter as interações que 
existem entre o endotélio e a membrana basal, promovendo assim a estabilidade e 
maturação dos vasos sanguíneos recém-formados (Carmeliet and Jain, 2011, Currie et 
al., 2001, Folkman, 1990). No entanto, este ligando inibe a extravasação das células 
tumorais e mantém a integridade dos vasos sanguíneos saudáveis dos tumores 
(Carmeliet and Jain, 2011, Currie et al., 2001). Estudos de perda-de-função de Tie2 e 
Ang1 demonstraram um fenótipo caracterizado por uma angiogénese defeituosa e uma 
diminuição do recrutamento das células perivasculares. Reciprocamente, a sobre-
expressão de Ang1 demonstrou estar associada a uma estabilização e expansão vascular, 






Relativamente à Ang2, expresso essencialmente nas células endoteliais, atua 
como um antagonista de Ang1, uma vez que tem a mesma afinidade para o recetor Tie2, 
provocando a inibição do fornecimento de células de suporte aos vasos e a perda de 
perícitos, ocorrendo assim a destabilização dos vasos (Maisonpierre et al., 1997).  
 
2.2.3.Sinalização PDGF 
A via de sinalização PDGFB/PDGFBRβ na angiogénese é crucial para a 
proliferação e migração de células do músculo liso e de perícitos durante a formação da 
parede vascular, sendo este um processo que requer interações recíprocas entre o 
endotélio e as células de suporte (Lindahl and Betsholtz, 1998).  
Dentro do tumor as células endoteliais, sobretudo as células da ponta, secretam 
PDGFB, e nalguns casos as próprias células tumorais também elas conseguem secretar 
este fator (Abramsson et al., 2003, Betsholtz et al., 2001). Assim, com o aumento dos 
níveis de expressão do fator de crescimento, gera-se um aumento do seu gradiente de 
concentração, que por sua vez estimula a expressão do recetor PDGFRβ, pelas células 
do músculo liso e perícitos (Karamysheva, 2008, Battegay et al., 1994). 
Adicionalmente, sabe-se que PDGF é capaz de aumentar a expressão de VEGF e 
VEGFR2 nas células endoteliais (Betsholtz et al., 2001).  
Alguns estudos genéticos e farmacológicos desenvolvidos sugerem que os altos 
níveis de PDGF nos tumores podem ser pelo menos em parte, a razão pela qual existe 
uma disfunção aparente dos perícitos nos vasos tumorais (Abramsson et al., 2003).  
 
2.2.4. Sinalização por efrinas 
A família Eph é constituída por recetores transmembranares com domínio de 
cinase de tirosina, que interagem com os ligandos efrinas (Flanagan & Vanderhaeghen, 
1998; Q. Xu & Wilkinson, 1997). A via das efrinas tem sido implicada em diversos 
processos biológicos, incluindo a angiogénese, segregação celular, adesão celular e 
mobilidade. Como se sabe, alguns destes processos não funcionam corretamente 






tipos de cancros humanos, como o cancro da mama, dos pulmões, da próstata, entre 
outros (Surawska et al., 2004). 
Os recetores Eph constituem a maior família de recetores de cinase de tirosina, 
que interagem com as proteínas transmembranares efrinas (Xu and Wilkinson, 1997). 
Wang e seus colaboradores descobriram que o ligando efrinaB2 é expresso no endotélio 
das artérias e o seu recetor EphB4 expresso no endotélio venoso, estão envolvidos na 
repulsão bidirecional entre células endoteliais arteriais e venosas (Wang et al., 1998). 
Adicionalmente, sabe-se que esta via de sinalização pode ser induzida pelas vias que 
estabelecem inicialmente a identidade arterial ou venosa dos precursores endoteliais, 
como a via de sinalização Notch e VEGF (Wang et al., 2010). 
Recentemente, tem sido demonstrado que o recetor EphB4 é amplamente 
expresso nas células tumorais e a sua abundância tem sido correlacionada com a 
progressão tumoral, ao promover a angiogénese (Noren et al., 2004). Inversamente, 
quando se inibe a via efrinaB2/EphB4 com fármacos tem sido demonstrado que ocorre 
uma redução da densidade de vasos sanguíneos, do recrutamento de perícitos e da 
perfusão dos vasos, assim como um aumento da hipoxia, com um aumento associado da 
expressão de VEGF e Dll4 (Scehnet et al., 2009, Djokovic et al., 2010). Djokovic e 
colaboradores provaram que a terapia combinada de efrinaB2/EphB4 com Dll4/Notch 
possui uma eficácia cumulativa na diminuição de tumores autóctones de murganhos, 
sem provocar efeitos secundários (Djokovic et al., 2010). 
 
 
3. Via Notch 
 A via Notch é uma via de sinalização intercelular altamente conservada que 
regula diversos processos nos tecidos nos quais é expressa, tais como a modulação da 
diferenciação celular e destino celular, a proliferação, apoptose e sobrevivência 
(Artavanis-Tsakonas et al., 1999, Bray, 2006, Fiuza and Arias, 2007). 
  Assim como a via VEGF, muitos dos recetores Notch e seus ligandos são 






angiogénese tumoral, estando a sua sinalização implicada no controlo de múltiplos 
aspetos da especificação das células endoteliais. 
 
3.1. Componentes moleculares da via Notch 
Nos vertebrados, os recetores Notch (Notch 1-4) interatuam canonicamente com 
os ligandos Delta-like 1 (Dll1), Delta-like 3 (Dll3) e Delta-like 4 (Dll4), homólogos de 
Delta, e ainda Jagged-1 (Jag1) e Jagged-2 (Jag2), homólogos de Serrate (Gridley, 1997, 
Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Tanto os recetores como os ligandos Notch são 
expressos em diferentes combinações, na maioria, se não em todos, os tipos celulares 
(Li and von Boehmer, 2011).  
Recetores e ligandos Notch são proteínas transmembranares, contendo um longo 
domínio extracelular, constituído por várias repetições do domínio semelhante ao fator 
de crescimento epidérmico (EGF-like). As duas famílias de ligandos Delta e Jagged 
diferem no facto destes últimos terem um maior número de repetições EGF-like e um 
domínio rico em cisteína próximo do domínio transmembranar (Fleming, 1998). 
Os recetores Notch funcionam como recetores de membrana celular e como 
reguladores transcricionais no núcleo da célula. Estes são sintetizados como uma única 
proteína, a qual é proteoliticamente clivada no aparelho de Golgi por uma secretase 
semelhante-a-furina. Esta clivagem é designada por S1 e separa o domínio extracelular 
(NECD), do domínio transmembranar (TM) e do domínio intracelular (NICD), não 
sendo dependente da ligação a um ligando. O TM e o NICD ligam-se não 
covalentemente e formam um recetor heterodimérico, a principal forma detetada à 
superfície celular (figura 5) (Blaumueller et al., 1997).  
A ativação da via de sinalização Notch ocorre através da interação entre os 
ligandos Notch, expressos à superfície de uma célula (célula sinalizadora) e os recetores 
Notch, expressos na superfície celular de uma célula vizinha (célula recetora), processo 
denominado de inibição lateral. Esta interação promove duas clivagens proteolíticas no 
recetor Notch, a primeira (S2) catalizada pela ação da desintegrina/metaloprotease 
TACE (enzima conversora de TNF-alfa, da família das metaloproteases ADAM), que 
liberta o NICD da membrana celular, e a segunda catalizada pelo complexo gamma-






para o núcleo, onde interatua com o fator de transcrição CSL (CBF1 ou RBP-Jk em 
mamíferos, Su(H) em Drosophila melanogaster e LAG-1 em Caenorhabditis  elegans), 
promovendo a transcrição de genes alvo, nomeadamente os genes Hes e Hey, da família 
de proteínas com domínios básicos hélice-ansa-hélice, entre outros (Thurston and 
Kitajewski, 2008).  
 
Figura 5. Mecanismos da sinalização Notch (Adaptado de Bray, 2006). 
 
3.2. Sinalização Notch 
Vários componentes da via Notch estão presentes na vasculatura, tanto no 
endotélio (Notch1 e 4, Jag1 e 2, Dll1 e 4, Hes1, Hey1 e 2), como nas células de músculo 
liso (Notch3) (Villa et al., 2001, Kume, 2009, Sainson and Harris, 2007). Além disso, 
Jag1 também é expresso nas células de músculo liso que rodeiam as artérias, exercendo 
uma função na maturação destas (Liu et al., 2009, Kume, 2009, Sainson and Harris, 
2007). 
Estudos de perda de função de recetores, ligandos e genes alvo da via de 
sinalização Notch realizados em murganhos, permitiram demonstrar a importância desta 
via na remodelação vascular por meio da angiogénese, no desenvolvimento 
embrionário, e no processo angiogénico que ocorre nos tumores. Além disso, sabe-se 
que os ligandos Notch encontram-se envolvidos na angiogénese tumoral, uma vez que 
podem ser expressos pelo endotélio tumoral, pelas células tumorais ou ainda pelas 







3.2.1. Sinalização Dll4/Notch  
A expressão do gene Dll4 ocorre especialmente no endotélio arterial (nas 
pequenas artérias e capilares) embora também seja detetada em células específicas em 
vários órgãos e tecidos, como o timo, a retina, o cérebro, o tubo neural e as células 
hematopoiéticas, o que demonstra o seu carácter pleiotrópico (Mailhos et al., 2001, 
Benedito and Duarte, 2005). Sabe-se também que a sua expressão ocorre durante a 
especificação arterial e na seleção das células da ponta durante a ramificação dos vasos 
(Hellstrom et al., 2007). No adulto, a expressão de Dll4 é fraca, encontrando-se 
aumentada nos processos onde ocorre neo-angiogénese fisiológica e patológica (Patel et 
al., 2006). 
Estudos de perda e ganho de função de Dll4 confirmam o importante papel do 
ligando no desenvolvimento da identidade arterial e na regulação da angiogénese, 
apresentando um efeito estreitamente dependente dos níveis e da localização da sua 
expressão (Benedito et al., 2008, Krebs et al., 2004, Trindade et al., 2008). A dose de 
Dll4 e a sua localização são críticos na formação adequada dos vasos sanguíneos, uma 
vez que o ganho- ou perda-de-função originam profundos defeitos vasculares (Trindade 
et al., 2008, Benedito et al., 2008, Duarte et al., 2004). Além disso, o efeito biológico de 
Dll4 parece ser uma consequência da ativação da sinalização de Notch1 e Notch4, dado 
que os mutantes de perda-de-função apresentam semelhanças aos mutantes de perda-de-
função de Notch1 e Notch4 (Iso et al., 2003).  
 Adicionalmente, estudos posteriores, em embriões de murganhos, peixes-zebra, 
bem como em retinas de murganho recém-nascido, têm clarificado a função de Dll4 
durante a morfogénese vascular. Nomeadamente, estes estudos demonstraram que Dll4 
é um regulador na especificação das células da ponta endoteliais e das células do tronco 
vascular durante a ramificação angiogénica (Suchting et al., 2007, Lobov et al., 2007). 
A indução de Dll4 pelas células de ponta surge em resposta aos níveis elevados de 
VEGF, que por sua vez ativa a expressão de Notch nas células do tronco vascular 
adjacentes (Lobov et al., 2007, Siekmann and Lawson, 2007). Por exemplo, a perda de 
expressão de Dll4 origina um aumento da ramificação e brotamento dos capilares, como 
resultado da formação excessiva de células da ponta e da proliferação endotelial 






função da via de sinalização Dll4/Notch como regulador da angiogénese a jusante de 
VEGF, ou seja, Dll4 parece atuar como fator anti-angiogénico, regulando 
negativamente fatores pró-angiogénicos e regulando positivamente fatores de maturação 
e estabilização vascular (Benedito et al., 2008, Dufraine et al., 2008). No entanto, 
existem vários fatores que regulam positivamente a expressão de Dll4, para além de 
VEGF, nomeadamente, o fator de crescimento de fibroblastos básico (bFGF), 
interleucina-6 (IL6), HIF1α, entre outros (Sainson and Harris, 2007) 
 
3.2.1.1. Sinalização Dll4/Notch na angiogénese tumoral 
No homem, a expressão de Dll4 foi analisada em tumores dos rins, bexiga, 
cólon, cérebro e da mama (Kuhnert et al., 2011, Mailhos et al., 2001). Estudos em 
humanos e murganhos têm demonstrado que Dll4 é fortemente expresso nos vasos 
sanguíneos tumorais, comparativamente com os vasos normais adjacentes (Ridgway et 
al., 2006, Mailhos et al., 2001). Paralelamente, nestes estudos tem-se verificado que esta 
expressão é diretamente regulada pelos níveis de expressão de VEGFA. Ao bloquear a 
expressão de Vegfa em murganhos com tumores verifica-se uma rápida e profunda 
redução da expressão de Dll4 pelos vasos sanguíneos tumorais. Inversamente, níveis 
altos de expressão de Dll4 nos tumores estão associados a níveis elevados de expressão 
de Vegfa assim como, o estímulo de VEGFA em cultura de células endoteliais aumenta 
a expressão de Dll4 (Noguera-Troise et al., 2006, Patel et al., 2005, Patel et al., 2006).  
Recentemente, tem sido investigado o efeito da inibição da via de sinalização 
Dll4/Notch na angiogénese tumoral e no crescimento de tumores. Para tal, foram 
desenvolvidos anticorpos que neutralizam Dll4 e uma proteína de fusão solúvel que se 
liga aos recetores Notch e impede a ligação de Dll4 a estes (Noguera-Troise et al., 2006, 
Scehnet et al., 2007). Surpreendentemente, verificou-se que o tratamento sistémico de 
murganhos com inibidores da via Dll4/Notch reduz significativamente o crescimento 
tumoral, com pouca ou nenhuma toxicidade sistémica. O bloqueio de Dll4 foi testado 
em várias linhas de células tumorais humanas e administrado subcutaneamente em 
murganhos, apresentando uma redução do crescimento do tumor de 50% a 90%, 
dependendo do modelo tumoral (Noguera-Troise et al., 2006, Scehnet et al., 2007). Este 






devido a um aumento do número de ramificações e da formação de pequenas 
intercomunicações entre os vasos. Contudo, esta vascularização é não-funcional, 
contendo vasos imaturos e desorganizados, a maioria não apresentando lúmen, nem 
recrutamento de perícitos (Ridgway et al., 2006, Betsholtz et al., 2001). Deste modo, os 
tumores apresentam-se mais hipóxicos e os seus vasos possuem uma fraca perfusão e 
elevada permeabilidade (Scehnet et al., 2007, Jubb et al., 2009). Este efeito é contrário 
ao que se verifica com o bloqueio de VEGF, que resulta numa diminuição do número de 
vasos (Noguera-Troise et al., 2006, Scehnet et al., 2007, Thurston et al., 2007). Embora 
a sinalização Dll4/Notch seja claramente induzida e regulada por VEGF, existem 
evidências que este ligando Notch possa ter funções na angiogénese independentes de 
VEGF (Thurston and Kitajewski, 2008). 
Porém, apesar da evidência acumulada, é necessária a realização de mais 
estudos, de forma a verificar se existem efeitos adversos, principalmente a nível 
imunitário e hematopoiético, onde também se observa a expressão de Dll4 (Suzuki et 
al., 2006, Fung et al., 2007). Além disso, é necessário saber se a terapia anti-Dll4 é mais 
eficaz quando combinada com quimioterapia, radioterapia ou outros fármacos anti-
angiogénicos (Kerbel, 2008).  
 
 
 Figura 6. Efeito da inibição da sinalização Dll4/Notch na angiogénese tumoral 






4. Terapia anti-angiogénica tumoral 
A área atual de pesquisa das terapias anti-angiogénicas teve início em 1971, 
quando Folkman propôs que o crescimento e progressão do tumor, até à formação de 
metástases seria um processo angiogénico-dependente e, portanto, o bloqueio da 
angiogénese poderia ser uma estratégia para deter o crescimento tumoral, 
nomeadamente, o cancro da próstata (Folkman, 1971, Li and Cozzi, 2010). A partir 
desse momento, deu-se início a vários estudos na procura de fatores pró- e anti-
angiogénicos e à descoberta de vários reguladores angiogénicos, alguns dos quais foram 
usados como alvos terapêuticos. 
Contrariamente às terapias convencionais, que destroem as células tumorais 
diretamente, a terapia anti-angiogénica é dirigida especificamente contra as células 
endoteliais microvasculares que foram recrutadas para a rede capilar tumoral (Li and 
Cozzi, 2010). Esta modalidade terapêutica pode ser realizada estimulando a produção de 
moléculas anti-angiogénicas que impeçam a degradação da membrana basal ou da 
matriz extracelular ou, bloqueando a ação de fatores pró-angiogénicos, tendo como 
objetivo características específicas ou anomalias dos vasos tumorais (Li and Cozzi, 
2010). Desta forma, supôs-se que uma das vantagens existentes, comparativamente com 
a quimioterapia, seria o facto da estabilidade genética das células endoteliais a nível 
tumoral diminuir a probabilidade do desenvolvimento de resistências (Li and Cozzi, 
2010). Neste sentido, a terapia anti-angiogénica é um adjuvante promissor para as 
terapias convencionais que poderá ajudar a superar as suas limitações atuais e a 
melhorar os seus efeitos anti-tumorais (Li and Cozzi, 2010). Adicionalmente, algumas 
teorias sugerem que este tipo de terapia poderá melhorar os efeitos da quimioterapia ao 
provocar a “normalização da vasculatura do tumor” (Kerbel, 2008). Contudo, o 
mecanismo exato pelo qual a inibição da angiogénese melhora os resultados clínicos 
ainda não é totalmente conhecido (Li and Cozzi, 2010).  
Nos últimos anos, já foram aprovados vários fármacos anti-angiogénicos para 
uso clínico (Kerbel, 2008, Folkman, 2007). Por exemplo, em Fevereiro de 2004 foi 
aprovado pela FDA (Food and Drug Administration), o fármaco Avastin®, cujo 
princípio ativo é denominado bevacizumab, um anticorpo monoclonal anti-VEGFA. 






cancro colo-rectal, quando associado com quimioterapia. Contudo, este fármaco 
demonstrou não ser eficaz em todos os tipos tumorais e, nalguns casos, foi 
inclusivamente observada o desenvolvimento de resistência ao fármaco (Casanovas et 
al., 2005, Jain et al., 2006, Kerbel, 2008, Folkman, 2007). Pensa-se que esta resistência 
resulta do recrutamento adicional de outras vias de sinalização angiogénicas para além 
da via VEGFA. Assim, é de importância clínica desenvolver terapias anti-angiogénicas 
alternativas, em distintas vias de sinalização de forma a sinergirem com o bloqueio de 
VEGF (Yan and Plowman, 2007). As terapias combinatórias poderão ser mais eficazes 
e possivelmente permitirem a utilização de doses mais baixas, de forma a diminuir a 
toxicidade.  
 A via Notch regula negativamente a sinalização VEGF na angiogénese 
fisiológica e patológica, aparentando ser um alvo promissor na terapia anti-angiogénica, 
em particular, o ligando Dll4 (Kuhnert et al., 2011). Alguns estudos têm revelado que a 
inibição de Dll4 é capaz de reduzir o crescimento de tumores que são resistentes a 
terapias que bloqueiem VEGF. O bloqueio simultâneo de Dll4 e VEGF demonstrou 
efeitos anti-tumorais mais fortes do que os que se observaram ao se bloquear apenas 
uma das vias de sinalizações (Thurston et al., 2007).  
 
 
5. Modelos tumorais em murganhos 
O cancro da próstata não ocorre naturalmente em murganhos (Mus musculus). 
Nas últimas décadas, numerosos modelos animais do cancro da próstata têm sido 
desenvolvidos, estudados e caracterizados (Valkenburg and Williams, 2011). Existem 
algumas diferenças anatómicas entre a próstata humana e a murina, as quais têm um 
impacto em determinados aspetos da análise patológica em modelos de murganhos, e 
das questões da aplicação clínico-patológicas destes no cancro da próstata (Harmelin et 
al., 2005). Em particular, os murganhos possuem uma próstata dividida em lobos 
distintos (próstata anterior, próstata dorso-lateral e próstata ventral), separados uns dos 
outros por tecido conjuntivo adiposo e fibroso. Contrariamente, nos humanos a próstata 






entanto, a próstata das duas espécies possui certas semelhanças no que se refere aos 
mecanismos moleculares subjacentes à progressão da doença em murinos e humanos. 
Deste modo, a utilização de modelos murinos em investigação, permite compreender 
melhor as principais alterações moleculares que acompanham o desenvolvimento e 
progressão do cancro da próstata (Abate-Shen and Shen, 2002). 
Apesar das diversas preocupações existentes, o murganho de laboratório é um 
dos melhores sistemas de modelo para investigações in vivo na área do cancro O uso de 
um organismo de pequeno tamanho e propensão a reproduzir-se em cativeiro, período 
de gestação e ciclo de vida curtos, diversas semelhanças fisiológicas e moleculares com 
os seres humanos (cerca de 99% dos genes humanos têm um homólogo no genoma do 
murganho e 40% destes podem ser alinhados com o genoma do murganho) e um 
genoma completamente sequenciado, providencia um meio de analisar várias 
características de doenças humanas (Frese and Tuveson, 2007). Com efeito, modelos de 
doenças humanas em murganhos de laboratório permitem o desenvolvimento e teste de 
novas terapêuticas, a identificação de novos marcadores de diagnóstico, novos alvos 
terapêuticos e a melhoria do conhecimento da biologia in vivo e da genética de 
iniciação, progressão e metastização tumorais.  
 
5.1. Modelo transgénico TRAMP 
A linha TRAMP (TRansgenic Adenocarcinoma of the Mouse Prostate), é um 
modelo tumoral geneticamente manipulado que desenvolve adenocarcinoma da próstata 
(Greenberg et al., 1995, Greenberg et al., 1994). Este tipo de modelo autóctone tem 
como vantagem o crescimento ortotópico dos tumores da próstata no hospedeiro, dentro 
de um microambiente apropriado, a histologia do tumor e a sua progressão até à 
formação de metástases, poderem ser monitorizados durante um período de tempo 
relativamente longo, simulando adequadamente o desenvolvimento de tumores 
equivalentes em humanos (Teicher, 2006, Kaplan-Lefko et al., 2003). As desvantagens 
prendem-se com o custo de manter e monitorizar os animais durante o período de 
desenvolvimento do tumor e, com o facto de ser completamente murino (Teicher, 2006) 
O modelo transgénico TRAMP representa uma classe de modelos baseados em 






células epiteliais colunares diferenciadas (Huss et al., 2001). O modelo transgénico foi 
gerado tendo como base a estirpe consanguínea C57BL/6, por microinjecção de um 
vetor contendo um elemento regulador – Probasina de rato (PB) que direciona a 
expressão do transgene SV40 (antigénios T e t; Tag), no epitélio prostático. A estratégia 
para a construção deste vetor foi concebida para bloquear a expressão de p53 e Rb 
(genes supressores de tumor) pelo antigénio T e inibir a função da proteína fosfatase 2A 
(PP2A – implicada numa série de mecanismos celulares) pelo antigénio t (Huss et al., 
2001). O transgene é hormonalmente regulado por androgénios, permitindo que a sua 
expressão temporalmente se correlacione com a maturidade sexual (Kaplan-Lefko et al., 
2003, Greenberg et al., 1995, Greenberg et al., 1994). Como consequência da expressão 
do transgene, os murganhos TRAMP desenvolvem lesões neoplásicas intraepitelias 
(PIN), entre as 6 e as 12 semanas de idade, progredindo para adenocarcinoma bem 
diferenciado (WD), entre as 12 e as 16 semanas, adenocarcinoma displásico, entre as 18 
e as 24 semanas de idade, e culminando com a formação de metástases por volta das 30 
semanas, primeiramente nos linfonodos pélvicos e para nos pulmões e com menos 
frequência nos ossos, rins e glândula adrenal (Gingrich and Greenberg, 1996, Greenberg 
et al., 1995, Kaplan-Lefko et al., 2003, Huss et al., 2001).  
 
 
Figura 7. Fases do desenvolvimento do cancro da Próstata em modelos TRAMP  
(Adaptado de Huss et al., 2001). 
 
O padrão de restrição temporal e espacial de progressão do cancro da próstata 
nos murganhos TRAMP, permite uma oportunidade para a investigação dos primeiros 
eventos moleculares da doença (Huss et al., 2001). Em particular, este modelo de 






moleculares da carcinogénese da próstata, incluindo estudos de função génica baseados 





























MATERIAL E MÉTODOS 
 
1. Animais experimentais 
 Os murganhos heterozigóticos TRAMP com fundo genético C57BL/6, obtidos 
através do Dr. N. M. Greenberg (Clinical Research Division, Fred Hutchinson Cancer 
Research Center, Seatle, WA), foram cruzados com os modelos de ganho- ou de perda-





respetivamente), disponíveis no laboratório do Prof. António Duarte (FMV). Os animais 
nascidos foram genotipados (secção seguinte) e os machos e fêmeas TRAMP
+/-
 Tie2-






 foram cruzados 
individualmente, com murganhos C57BL/6. Determinou-se se o progenitor seria 
homozigótico ou heterozigótico para TRAMP e, após se obterem um macho e uma 
fêmea TRAMP
+/+
















 eDll4OE) desenvolvem 
adenocarcinoma da próstata com sobre-expressão de Dll4, através do promotor 
endotelial Tie2-rtTA, com administração de um análogo de tetraciclina (doxiciclina - 
2mg/mL na água com 2,5% sacarose) (Trindade et al., 2008). A administração foi feita 
à 8ª semana de idade dos murganhos para a experiência das 18 semanas, e à 12ª semana, 









 eDll4LOF), não tiveram administração de 
doxiciclina durante o período experimental.  









eDll4LOF) desenvolvem adenocarcinoma da próstata com perda-de-função endotelial 
de Dll4 induzível por tamoxifeno, sob o controlo do promotor endotelial VE-cad 
(Anexo I – 1.2.) (Koch et al., 2008). O tratamento com tamoxifeno (50mg/Kg de peso 
vivo) foi feito a partir da 8ª semana de idade dos murganhos, uma vez por dia à mesma 









CtrlLOF), em vez de tamoxifeno foi administrado PBS, durante o mesmo período, 
 




constituindo assim o grupo controlo nesta experiência. A preparação do tamoxifeno e 
PBS encontram-se descritas no Anexo I – 1.1 e 1.2.  
 Todos os animais usados foram mantidos individualmente no biotério da 
Faculdade de Medicina Veterinária de Lisboa, em gaiolas de propileno ventilado com 
cama de carolo de milho, numa sala ventilada com controlo de temperatura (22ºC-
25ºC), humidade (50-55%) e ciclo de luz (12/12h). Os murganhos foram alimentados 
com dieta padrão de laboratório e água ad libitum. Todas as experiências realizadas 
foram aprovadas pelo Comité de Ética e Bem-estar Animal da Faculdade de Medicina 
Veterinária e a monitorização dos animais foi regularmente feita, de acordo com as 
exigências da FELASA.  
 
 1.1. Extração do ADN genómico  
Os animais nascidos permaneceram com as progenitoras até a altura do 
desmame, que ocorreu entre a 3ª e a 4ª semana de idade. Nessa altura, foi cortada a cada 
um dos murganhos uma porção terminal da cauda com cerca de 3mm para extração de 
ADN genómico. Esta região é boa para fazer recolha de biópsias devido ao seu tamanho 
e acessibilidade. A digestão das caudas foi feita durante a noite com 20µL de proteinase 
K (20mg/mL) (NZYTECH, MB01902) e 730µL de tampão Tail Buffer, numa estufa a 
55
o
C. No dia seguinte, adicionou-se 250µL de 5M NaCl (Sigma-Aldrich, S3014), 
homogenizou-se e centrifugaram-se as amostras, durante 20min a 13000rpm 
(Centrífuga Eppendorf, Centrifuge 5415D). Retirou-se 800µL de sobrenadante para um 
novo tubo com 750µL de isopropanol (VWR, 1.09634.2500) e homogeneizou-se 
suavemente, para que ocorresse precipitação do ADN. As amostras foram centrifugadas, 
durante 10min a 13200rpm e rejeitou-se o sobrenadante. De seguida, adicionou-se 
500µL de etanol a 70% (VWR, 1.009983.1011), para a lavagem do sedimento e 
centrifugou-se de novo, durante 5min a 13200rpm. O sobrenadante foi novamente 
rejeitado e colocou-se o pellet a secar à temperatura ambiente, durante 10min. Quando 
seco, ressuspendeu-se o pellet em 250µL de tampão TE e guardaram-se as amostras a -
20
o
C. A descrição da preparação das soluções de Tail Buffer e TE encontra-se no Anexo 
I – 1.3 e 1.4. 
 
 




1.2. Genotipagem por PCR 
A triagem dos murganhos mutantes foi feita através da sua genotipagem através 
de um protocolo de reação em cadeia da polimerase (PCR).  
As reações de PCR foram realizadas criando misturas de reação preparadas em 
gelo, com oligonucleótidos iniciadores (Thermo Scientific), dNTPs (Frilabo, 110002), 
MgCl2 (Promega, 1007078), polimerase Taq (Promega, 1006688), tampão comercial 
(Promega, 1006890), ADN genómico ressuspendido em TE e água esterilizada e 
desionizada (SDW) (Calbiochem, 693520), até perfazer o volume final. Todas as 
reações foram efetuadas segundo o número de amostras a amplificar, mais o controlo 
positivo  e o controlo (-), no qual foi utilizado água SDW em vez de ADN genómico.  
Posteriormente, estas foram colocadas num termociclador (VWR, 732-1200) e 
após o término da reação, o produto de amplificação foi observado em eletroforese a 
90mA num gel de agarose (VWR, FMCB500040500) a 2%, em TAE 1x com 
GreenSafe (NZYTECH, MB08801) (2,5µL/100mL). De forma a saber os pesos 
moleculares dos produtos de PCR utilizou-se 5µL de uma solução de marcadores (1 Kb 
Plus DNA Ladder - Invitrogen, 10787). Em seguida, o resultado da eletroforese foi 
observado e fotografado utilizando um transiluminador UV (GE Healthcare).  
A preparação do tampão TAE 1x encontra-se descrita no Anexo I – 1.5.) e as 
preparações das misturas de PCR, sequências de oligonucleótidos, peso molecular dos 
produtos de PCR e programas de termociclador estão descritas no Anexo II - 1. 
 
 
2. Recolha e fixação dos tumores prostáticos  
2.1. Recolha da próstata dos murganhos 
Quatro murganhos machos de cada um dos grupos experimentais e controlos, 
foram humanamente sacrificados por deslocamento cervical às 18 e 24 semanas de 
idade. Recolheu-se a próstata dos murganhos (regiões da próstata anterior, lateral, 
dorsal e ventral – figura 8), sendo o tecido recolhido dividido em 2 partes iguais, uma 
das metades foi utilizada para análise do peso da próstata no término da experiência e 
 




para análises histológicas (através da coloração de hematoxilina-eosina e 
imunofluorescência indireta), e a outra metade foi usada para analisar a expressão 
génica.  
Figura 8. Trato urogenital de um murganho adulto masculino. Abreviações: AP, próstata anterior; 
BL, bexiga; LP, próstata lateral; SV, vesículas seminais; VD, canal deferente; VP, próstata ventral 
(Hurwitz et al., 2001). 
  
Outros oito animais de cada um dos grupos experimentais e controlos, foram 
anestesiados por via intraperitoneal, utilizando uma agulha de 26Gx
1
/2”, 0,45x12mm 
acoplada a uma seringa de insulina (de 1mL), com 500μL de Avertin
®
 (Sigma-Aldrich, 
T4840-2) (princípio ativo: 2-2-2 tribromoetanol) a 2,5% em PBS estéril (Anexo I – 1.6). 
Em seguida, em quatro dos animais referidos anteriormente, injetou-se na veia da cauda, 
com uma agulha de 30Gx
1
/2”, 0,3x13mm (BD Microlance
TM 
3, 304000) acoplada a uma 
seringa de insulina (de 1mL), 100μL de lectina biotinilada (lectin biotynilated from 
Lycospersicum esculentum, Sigma-Aldrich, L0651), um indicador da perfusão vascular 
(100μg de lectina em 100μL de PBS). Nos restantes quatro animais, injetou-se 200µL 
do corante Azul de Evans (Sigma, E2129-10G) a 1%, indicador da extravasação 
vascular. Esperou-se 5min para permitir a circulação tanto da lectina biotinilada como 
do Azul de Evans nos murganhos. De seguida, os animais foram sacrificados e 
procedeu-se à recolha, processamento e criosecção de blocos de gelatina da próstata dos 
murganhos, como descrito anteriormente, para posteriores análises.  
 
 




2.2. Processamento dos tecidos 
Todas as amostras usadas para análise do peso da próstata e análise histológica 
foram fixadas numa solução de 4% de paraformaldeído (Sigma-Aldrich, P6148) e 4% 
de sacarose (Sigma-Aldrich, S0389) em PBS, durante 1h a 4
o
C. De seguida, cada 
amostra foi transferida para uma solução de sacarose a 15% em PBS, onde 
permaneceram durante a noite a incubar a 4
o
C com agitação, de modo a ficarem 
desidratadas.  
No dia seguinte, pesaram-se cada uma das próstatas recolhidas e multiplicou-se 
por 2, de modo a obter o peso total da próstata de cada um dos murganhos. Preparou-se 
gelatina a 7,5% (Gelatin from porcine skin, Type A, Sigma-Aldrich, G2500) com 
sacarose a 15% em PBS e fez-se um bloco de gelatina para cada tecido. O bloco de 
gelatina serve como uma matriz de suporte estrutural ao tecido, durante a congelação e 
facilita o processo de corte, ao criar uma superfície geométrica. Posteriormente, cada 
bloco foi congelado em isopentano (Sigma-Aldrich, 1.06056.1000) a -80
o
C e 
armazenado a esta temperatura, até ser cortado em crióstato.  
 
2.3. Criosecção dos blocos de gelatina das próstatas dos murganhos 
As amostras incluídas nos blocos de gelatina congeladas foram crioseccionadas 
transversalmente num crióstato Leica CM3050S a -30
o
C. A espessura de secção foi de 
20µm, tendo sido os cortes transferidos para lâminas adesivas super-frost plus, de modo 
a obterem-se 3 lâminas gêmeas, com 10 crioseções por lâmina. As crioseções têm de 
secar durante 30min à temperatura ambiente antes de serem guardadas a -20
o




3. Análise histológica 
3.1. Coloração Hematoxilina-Eosina (H&E) 
Descongelou-se uma das lâminas gémeas com as criosecções de cada murganho 
(referidas na secção 2.3) à temperatura ambiente (30min) e desgelatinou-se em PBS a 
 




37ºC (15min). Fizeram-se duas lavagens em PBS de 5min cada, seguidas de uma em 
água destilada de 2min. Mergulhou-se as lâminas em hematoxilina (Sigma-Aldrich, 
GHS1128) durante 10min. Em seguida, lavou-se com água corrente, com água destilada 
e com etanol a 70% durante 3min. Depois, mergulhou-se em eosina (Sigma-Aldrich, 
HT110180), durante 5min e posteriormente, lavou-se com água corrente e 
subsequentemente com água destilada. Em seguida, as lâminas foram colocadas 
sucessivamente em etanol a 70%, etanol a 85%, etanol a 95%, etanol a 100% e xilol 
(Panreac, 131769.1612) (2min em cada uma solução). Deixou-se secar e montou-se as 






3.2. Imunofluorescência indireta 
Duas das lâminas gêmeas com as crioseções de próstata de cada murganho 
foram descongeladas à temperatura ambiente, durante 30 min, e colocadas a 
desgelatinar num frasco Coplin com PBS, em banho-maria a 37ºC, durante 15min. Em 
seguida, as lâminas foram lavadas duas vezes com PBS, durante 5min. Após esse tempo 
as lâminas foram colocadas em metanol (VWR, 1.06009.2511) com 3% de peróxido de 
hidrogénio (VWR, 1.07298.0250) durante 30min à temperatura ambiente para inibir a 
ação das peroxidases endógenas. Depois fez-se de novo duas lavagens em PBS de 5min 
cada, seguidas de duas lavagens em PBS com Triton
®
X-100 (polyethylene glycol tert-
octylphenylether, Fluka, 93426) a 0,1% de 10min cada. As lâminas foram então 
colocadas numa câmara húmida e adicionou-se a cada uma 200μL de solução de 
bloqueio, constituída por 2% de albumina sérica bovina e 5% de soro de cabra (Sigma-
Aldrich, G9023) em PBS com Tween
®
 20 (Sigma-Aldrich, P9416) a 0,1% e deixou-se 
actuar durante 1h, à temperatura ambiente. De seguida, escorreu-se a solução de 
bloqueio das lâminas e adicionou-se 100µL do anticorpo primário diluído em solução 
de bloqueio, sendo este valor de diluição específico para cada anticorpo [anti-PECAM-
1, Rat monoclonal anti-body to CD31 (BD Pharmigen, 557355) – 1:100, que se liga às 
células endotelais; anti-SMA, Monoclonal anti-α-Smooth muscle actin Cy3 conjugate 
(Sigma-Aldrich, C6198) – 1:300, que marca células de suporte dos vasos]. Cobriram-se 
as lâminas com lamelas e incubaram-se durante a noite a 4ºC na câmara húmida.  
 




No dia seguinte, fez-se cinco lavagens em PBS com Tween a 0,1% de 10min 
cada, e colocou-se em cada lâmina 100μL de anticorpo secundário específico para a 
espécie em que o anticorpo primário correspondente foi produzido, diluído em solução 
de bloqueio [goat anti-rat IgG Alexa Fluor
®
 488 (Molecular Probes, A-11006) – 1:300, 
para o anti-PECAM-1 (emitindo fluorescência verde) ou goat anti-rat IgG Alexa Fluor
®
 
555 (Molecular Probes, A-21115) – 1:300, para o anti-PECAM-1 (emitindo 
fluorescência vermelha) quando utilizado o streptavidin Alexa Fluor
®
 488 conjugate 
(Invitrogen, S-32354) – 1:200, que se liga à biotina e assim à lectina (emitindo 
fluorescência verde)] e incubou-se durante 1h, à temperatura ambiente no escuro. De 
seguida, fez-se três lavagens em PBS de 10min cada. Depois fez-se uma incubação com 
DAPI (4,6-diamino-2-fenil indol) a 0,15% em PBS durante 3min. Procedeu-se então a 
duas lavagens em PBS de 10min cada e por fim escorreu-se as lâminas uma a uma e 
distribui-se 90μL de Mowiol e cobriu-se com lamela de modo a não ficarem bolhas. As 
lâminas foram armazenadas a 4ºC, na câmara húmida, protegidas da luz. A preparação 
da solução de DAPI e Mowiol encontram-se descritas no Anexo I – 1.7 e 1.8. 
 
3.3. Microscopia  
As criosecções de hematoxilina e eosina foram fotografadas com uma câmara 
Olympus C-4040 acoplada a um microscópio Olympus CX40, numa ampliação de 20x. 
As imagens de fluorescência em secções foram captadas no Instituto de Higiene e 
Medicina Tropical, por uma câmara digital Leica DM340FX acoplada a um 
microscópio de fluorescência Leica DMR, numa ampliação de 20x. Todas as imagens 
foram processadas no programa Adobe Photoshop CS5, para posterior análise no 
programa Image J 1.37v (NIH, EUA).  
A quantificação da densidade vascular foi medida através da percentagem das 
secções de cada amostra com sinal positivo para PECAM (percentagem de pixéis 
brancos por campo após transformar as imagens RGB em documentos binários). Para a 
medição da maturidade vascular quantificou-se a percentagem de estruturas das secções 
de cada amostra com sinal positivo para PECAM e para αSMA. Em relação à perfusão 
vascular esta foi quantificada determinando a percentagem de estruturas das secções de 
cada amostra com sinal positivo para PECAM e para estreptavidina ligada à lectina 
 




biotinilada. Por último, para se medir a extravasação quantificou-se a percentagem de 




4. Análise da expressão genética 
4.1. Processamento dos tecidos  
A outra metade de tecido de cada um dos murganhos referida anteriormente, 
secção III - 2.1., foi congelada em azoto líquido e guardada a -80
o
C, para posterior 
extração de ARN e realização de PCR em tempo real. 
 
4.2. Extração de ARN 
A extração de ARN foi feita através da utilização do mini kit RNeasy
®
 (Quiagen, 
50974104) e fazendo-se sempre extração de duas amostras em paralelo segundo as 
instruções do fabricante. No fim do protocolo o ARN foi eluído em 30µl de água 
bidestilada, fornecida no kit comercial, e congelado a -80ºC até ser usado. 
A quantificação do ARN extraído realizou-se num espectrofotómetro Nanodrop 
(Thermo Scientific, Nanodrop 2000 Spectophotometer) adicionando-se apenas 1μl de 
amostra para obter a quantificação e qualificação do ARN. Esta quantificação é feita 
através da medição do rácio de absorção a 260nm e 280nm, que deve ser superior a 1,8 
em amostras de ARN puro, como foi o caso observado em todas as amostras testadas. 
 
4.3. Transcrição reversa 
Para produzir ADNc recorreu-se a uma reação de transcrição reversa, usando o 
kit SuperScript
®
 III First-strand synthesis supermix for qRT-PCR (Alfagene, SKU# 
11752-052). A quantidade de ARN total usada de cada amostra foi de 400ng. Este kit 
contêm a enzima transcriptase reversa, uma enzima inibidora de ARNases (Escherichia 
coli RNase H), oligonucleótidos oligo(dT)20 e oligonucleótidos hexâmeros aleatórios 
 




como iniciadores de reação e o respetivo tampão. As reações foram executadas 
seguindo as instruções do fabricante. 
 
4.4. PCR em tempo real 
As reações de PCR em tempo real semi-quantitativo foram realizadas com o kit 




, 4368706), segundo as 
instruções do fabricante. O SYBR Green é um agente intercalador, fluorescente quando 
ligado à dupla cadeia de ADN (Morrison et al., 1998). As condições de amplificação 
usadas foram iguais em todas as reações (as sequências oligonucleotídicas foram 
escolhidas de forma a terem a mesma temperatura de hibridação) e usou-se uma 
quantidade mínima de oligonucleótidos iniciadores de forma a evitar a formação de 
dímeros e amplificações inespecíficas.  
Os genes testados foram Dll4, efrinaB2, PDGFR-β, VEGFR1 e 2, VEGFA, 
PECAM, Tie2 e Hey2, tendo sido feitos triplicados de cada um destes testes. Em todas 
as reações usou-se o gene β-Actina como controlo interno de expressão e avaliou-se a 
presença de mais do que um produto de amplificação em solução, indicando 
inespecificidade da reação. Utilizou-se o termociclador em tempo real da Applied 
Biosystems StepOne e o programa de análise de resultados StepOne Software v2.2.2.  
A preparação das misturas de PCR em tempo real, dos cADNs e controlos 
negativos, das sequências de oligonucleótidos e o programa de termociclador estão 
descritas no Anexo II - 2. 
A reação de amplificação de ADN é acompanhada, medindo a fluorescência ao 
fim do passo de extensão. Para cada amostra obtém-se um valor de cycle threshold (CT), 
que corresponde ao início da fase exponencial da emissão de fluorescência, sendo 
inversamente proporcional à quantidade de ADN deste gene, presente na amostra. Os 
resultados apresentados representam a média das reações em que se formou apenas um 








5. Análise estatística 
A análise estatística foi realizada nos programas Microsoft Office EXCEL 2007 
e SPSS v.17.0 (Statistical Package for the Social Sciences, version 17.0). Neste último 
programa usou-se o teste Mann-Whitney-Wilcoxon para se calcular a média ± erro 
padrão e o nível de significância (p). Considerou-se um p < 0,05 significativo (indicado 
nos gráficos com *), p < 0,01 muito significativo (indicado nos gráficos com **) e p < 































1. Análise fenotípica de tumores prostáticos em mutantes com ganho-de-função 
endotelial de Dll4 
Os murganhos TRAMP com ganho-de-função de Dll4 foram produzidos a partir 
do cruzamento da linha transgénica TRAMP com murganhos que possuem os 









 eDll4OE) às 8 e às 12 semanas de 
idade, que corresponde a uma fase precoce e tardia, respetivamente, do 









CtrlOE) foi administrada doxiciclina, tendo estes função normal endotelial de Dll4. 
Ambos os grupos foram humanamente sacrificados às 18 e 24 semanas de idade.  
 
1.1. Análise do crescimento tumoral 
Inicialmente, a análise dos tumores prostáticos foi efetuada através da avaliação 
do peso da próstata dos murganhos T
+/+
 eDll4OE e T
+/+
 CtrlOE, às 18 e 24 semanas, em 
relação ao peso da próstata apresentado pelos murganhos wild-type (C57BL/6) (figura 
9).  
Os resultados obtidos demonstraram que às 18 semanas de idade, o peso da 
próstata dos murganhos T
+/+
 eDll4OE e os do grupo controlo tinham um aumento de 
20% e 50% respetivamente, em relação ao peso das próstatas dos animais C57BL/6. 
Estes resultados representam uma diminuição de 30%, estatisticamente significativa, do 
peso da próstata dos murganhos T
+/+
 eDll4OE, comparativamente com os animais 
controlo. Às 24 semanas de idade dos murganhos, os resultados indicaram também um 
aumento de cerca de 70% do peso da próstata nos murganhos T
+/+
 CtrlOE em relação 
aos animais C57BL/6 wild-type e um aumento de 35% nos murganhos T
+/+
 eDll4OE. 






do peso da próstata nos murganhos T
+/+




Figura 9. Comparação do aumento do peso da próstata em murganhos T
+/+
 eDll4OE e T
+/+
 CtrlOE, 
relativamente ao peso apresentado pelos murganhos C57BL/6, às 18 e 24 semanas de idade. 
C57BL/6: murganhos wild-type; T+/+ CtrlOE: murganhos TRAMP+/+ com expressão basal de Dll4. T+/+ 
eDll4OE: murganhos TRAMP+/+ com sobre-expressão de Dll4 no endotélio. As barras representam SEM 
(standard error of the mean) e (*) representa p < 0,05. 
 
 
De seguida, através da coloração de hematoxilina-eosina em criosecções da 
próstata dos murganhos T
+/+
 eDll4OE e T
+/+
 CtrlOE, avaliaram-se possíveis 
anormalidades e o grau das lesões prostáticas, às 18 e às 24 semanas de idade (figura 
10).  
Os resultados obtidos não revelaram diferenças apreciáveis nas próstatas dos 
murganhos experimentais versus as próstatas dos murganhos controlo, em ambos os 
términos da experiência. Às 18 semanas de idade a análise histológica das próstatas dos 
T
+/+
 eDll4OE e dos T
+/+
 CtrlOE indicou lesões de grau 3 que representa uma elevada 
neoplasia prostática intraepitelial (PIN) (Berman-Booty et al., 2011). Esta classificação 
foi baseada na presença de estruturas cribiformes que se estendem para o lúmen, 
estratificação e herniação das células epiteliais, células do músculo liso que envolvem a 
glândula encontrarem-se intactas e por não existir evidência de invasão. Por sua vez, às 
24 semanas, os murganhos T
+/+
 eDll4OE e T
+/+




























































adenocarcinoma bem diferenciado (WD) (Berman-Booty et al., 2011). A classificação 
destas lesões foi fundamentada pelo aumento das glândulas na próstata observado e pela 
invasão das células epiteliais nas células do músculo liso. 
 
 
Figura 10. Secções histológicas do lóbulo dorsal da próstata dos murganhos T
+/+
 CtrlOE e T
+/+
 
eDll4OE, às 18 e 24 semanas de idade (ampliação 20x). Esta análise foi realizada por coloração 
hematoxilina-eosina (H&E) dos murganhos TRAMP+/+ com expressão basal (T+/+ CtrlOE) e com sobre-
expressão de Dll4 no endotélio (T+/+ eDll4OE). 
  
 
1.2. Caracterização do desenvolvimento vascular tumoral 
De forma a confirmar que a diminuição do peso da próstata observada nos 
murganhos T
+/+
 eDll4OE seria devido a alterações na vasculatura tumoral fizeram-se 
análises histológicas por imunofluorescência.  
A densidade vascular e o recrutamento das células de suporte foram visualizados 
por imunofluorescência utilizando-se os anticorpos anti-CD31 (PECAM-1) e anti-
αSMA, como marcadores de células endoteliais e de células do músculo liso 










Figura 11. Imunofluorescência indireta para deteção da densidade vascular e do recrutamento de 
células de suporte, em criosecções da próstata dos murganhos T
+/+
 CtrlOE e T
+/+ 
eDll4OE, às 18 e 24 
semanas de idade. PECAM/SMA/DAPI são imagens RGB com núcleos a azul (DAPI), vasos sanguíneos 
a verde (PECAM) e células de suporte a envolverem os vasos a vermelho (αSMA sobreposto a PECAM). 
PECAM: imagens do canal de CD31 que marcam os vasos sanguíneos. SMA: imagens do canal de αSMA 
com vasos que contêm células de suporte a branco. T+/+ CtrlOE: murganhos TRAMP+/+ com expressão 
basal de Dll4. T+/+ eDll4OE: murganhos TRAMP+/+ com sobre-expressão de Dll4 no endotélio.  
 
 
Posteriormente, as imagens de imunofluorescência obtidas foram transformadas 






das secções de cada amostra com sinal positivo para ambos os marcadores, PECAM-1 e 
αSMA. Os murganhos T
+/+
 eDll4OE apresentaram uma diminuição de cerca de 20% da 
densidade vascular tumoral relativamente ao controlo, às 18 e às 24 semanas de idade 
(figura 12a).  
Contrariamente, os murganhos com sobre-expressão de Dll4 apresentaram um 
aumento de 50% em relação ao recrutamento das células de músculo liso, em 
comparação com o grupo controlo, às 18 semanas, e um aumento de 20%, às 24 




Figura 12. Análise dos resultados obtidos por imunofluorescência da (a) densidade vascular relativa 
e do (b) recrutamento de células de suporte dos tumores prostáticos ± desvia padrão, em 
murganhos TRAMP
+/+
 controlos e T
+/+ 
eDll4OE, às 18 e 24 semanas de idade. T+/+ CtrlOE: 













































































expressão de Dll4 no endotélio. As barras representam SEM, (*) representa p < 0,05, (**) p < 0,01 e 
(***) p < 0,001 (n=4 para cada genótipo). 
 A perfusão vascular foi determinada por imunofluorescência contra PECAM-1 e 
deteção de lectina, administrada por via endovenosa antes do sacrifício, que marca os 
vasos sanguíneos perfundidos (figura 13).  
 
Figura 13. Imunofluorescência indireta para detetar a perfusão vascular em criosecções da próstata 
dos murganhos T
+/+
 CtrlOE e T
+/+ 
eDll4OE, às 18 e 24 semanas de idade. PECAM/Lectina/DAPI: 
imagens RGB representativas da perfusão vascular em tumores prostáticos, com núcleos a azul (DAPI), 
vasos sanguíneos a vermelho (PECAM) e vasos perfundidos a verde (lectina). PECAM: imagens do canal 
de CD-31 que correspondem à marcação dos vasos sanguíneos. Lectina: imagens do canal de 
estreptavidina ligada à lectina biotinilada que marca os vasos perfundidos. T+/+ CtrlOE: murganhos 
TRAMP+/+ com expressão basal de Dll4. T+/+ eDll4OE: murganhos TRAMP+/+ com sobre-expressão de 






Os resultados obtidos indicaram um aumento de 50% dos vasos sanguíneos 
perfundidos nos murganhos T
+/+
 eDll4OE quando estes apresentam lesão de grau 3 (18 
semanas), em comparação com os animais controlo. E um aumento de 20%, em relação 
ao controlo, quando os murganhos de ganho-de-função endotelial de Dll4 têm uma 
lesão de grau 5 (24 semanas) (figura 14). 
 
  
Figura 14. Análise dos resultados obtidos por imunofluorescência da perfusão vascular relativa ± 
erro padrão, em tumores prostáticos de ganho-de-função endotelial em Dll4 relativamente aos 
controlos, em animais com 18 e 24 semanas de idade. T+/+ CtrlOE: murganhos TRAMP+/+ com 
expressão basal de Dll4. T+/+ eDll4OE: murganhos TRAMP+/+ com sobre-expressão de Dll4 no endotélio. 
As barras representam SEM, (*) p < 0,05 e (***) p < 0,001 (n=4 para cada genótipo). 
 
 
 Em relação ao nível de extravasação dos vasos neoformados nos tumores 
prostáticos, este foi analisado por administração endovenosa de uma solução com 1% 
do corante Azul de Evans, que apresenta fluorescência vermelha ao ser visualizado num 
microscópio de fluorescência (figura 15).  
Os resultados obtidos demonstraram uma extravasação, estatisticamente bastante 
significativa, 30% inferior nos murganhos T
+/+
 eDll4OE em relação aos T
+/+
 CtrlOE, 















































eDll4OE, às 18 e 24 semanas de idade. PECAM/Evans/DAPI: imagens RGB 
representativas da extravasação vascular, núcleos celulares apresentados a azul, vasos a verde e marcador 
de extravasação (Evans blue) a vermelho. PECAM e Evans: correspondem, respetivamente, ao canal que 
marca os vasos e ao canal que marca a extravasação vascular. T+/+ CtrlOE: murganhos TRAMP+/+ com 













Figura 16. Análise dos resultados obtidos por imunofluorescência da extravasação vascular relativa 
± erro padrão, em tumores prostáticos de ganho-de-função endotelial em Dll4 em relação aos 
controlos, em animais com 18 e 24 semanas de idade. T+/+ CtrlOE: murganhos TRAMP+/+ com 
expressão basal de Dll4. T+/+ eDll4OE: murganhos TRAMP+/+ com sobre-expressão de Dll4 no endotélio. 
As barras representam SEM e (***) p < 0,001 (n=4 para cada genótipo). 
 
 
1.3. Análise de expressão génica por PCR em tempo real  
 Por fim avaliou-se a expressão relativa de alguns dos principais genes envolvidos 
na regulação da angiogénese, por PCR em tempo real, para ajudar a compreender as 
mudanças fenotípicas causadas pelo aumento de expressão endotelial de Dll4 nos 
tumores prostáticos (figura 17). 
 Comparativamente com os controlos usados, no estudo do ganho-de-função 
endotelial de Dll4 observou-se um aumento dos níveis de ARNm para Dll4 e uma 
sobre-expressão de Hey2, confirmando a indução da via de sinalização Dll4/Notch nos 
murganhos T
+/+
 eDll4OE em relação aos controlos. O aumento da expressão de Dll4 e 
Hey2 nos animais que têm uma lesão de grau 3 (18 semanas) é mais elevado do que o 
observado nos animais que apresentam uma lesão de grau 5 (24 semanas). Por outro 
lado em ambas os términos da experiência, verificou-se que um aumento de expressão 
de Dll4 está associado ao aumento da expressão de Vegfa, Vegfr1, Tie2, Pdgfrβ e 














































Figura 17. Expressão relativa de genes envolvidos na neo-angiogénese tumoral em murganhos 
TRAMP
+/+ 
com ganho-de-função endotelial em Dll4 em comparação com os controlos. Esta análise 
foi realizada por PCR em tempo real em triplicado em três reações separadas, sendo todos os resultados 
obtidos normalizados para β-actina. GI: gene de interesse. T+/+ eDll4OE: murganhos TRAMP+/+ com 
sobre-expressão de Dll4 no endotélio. As barras representam SEM. 
 
 
2. Análise fenotípica de tumores prostáticos em mutantes com perda-de-função 
endotelial de Dll4 
O estudo do efeito da perda-de-função endotelial de Dll4 nos tumores prostáticos 





, na qual a expressão de Dll4 nas células 
endoteliais é eliminada em resposta ao tratamento com tamoxifeno. A deleção de Dll4 


















 CtrlLOF), tendo estes função normal 
















































T+/+ eDll4OE 18 wks 






idade, que correspondem a uma fase precoce e tardia, respetivamente, do 
desenvolvimento tumoral. 
 
2.1. Análise do crescimento tumoral 
Às 18 semanas, os murganhos T
+/+
 CtrlLOF e T
+/+
 eDll4LOF apresentaram um 
aumento do peso da próstata em relação aos murganhos C57BL/6, de 40% e 25%, 
respetivamente (figura 18). Os resultados obtidos demonstram também que existe uma 
diminuição de 15% do peso da próstata dos T
+/+
 eDll4LOF, comparativamente com os 
controlos. Relativamente às 24 semanas, verificou-se também um aumento de 70% e 
55% do peso da próstata dos T
+/+
 CtrlLOF e T
+/+
 eDll4LOF, respetivamente, e em 
comparação com o peso da próstata apresentado por murganhos C57BL/6. Além disso, 
o peso da próstata dos T
+/+
 eDll4LOF apresentou uma diminuição de 15%, 




   
Figura 18. Comparação do aumento do peso da próstata em murganhos T
+/+
 eDll4LOF e T
+/+
 
CtrlLOF, relativamente ao peso apresentado pelos murganhos C57BL/6, às 18 e 24 semanas de 
idade. C57BL/6: murganhos wild-type; T+/+ CtrlLOF: murganhos TRAMP+/+ com função normal de Dll4. 
T+/+ eDll4LOF: murganhos TRAMP+/+ com deleção de Dll4 no endotélio. As barras representam SEM 



























































A análise histológica por coloração hematoxilina-eosina das criosecções da 
próstata dos murganhos T
+/+
 eDll4LOF e T
+/+
 CtrlLOF não revelou diferenças 
consideráveis no grau de lesões apresentadas pelos murganhos experimentais vs 
controlos, às 18 e 24 semanas de idade, respetivamente (figura 19). Às 18 semanas os 
animais apresentaram lesões de grau 3 (PIN elevado) e às 24 semanas lesões de grau 5 
(WD) (Berman-Booty et al., 2011). Esta classificação foi efetuada através das 
características apresentadas pelas próstatas dos animais já descritas anteriormente, nos 
murganhos TRAMP com sobre-expressão endotelial de Dll4 (secção II - 1.1). 
 
 
Figura 19. Secções histológicas do lóbulo dorsal da próstata dos murganhos T
+/+
 CtrlLOF e T
+/+
 
eDll4LOF, às 18 e 24 semanas de idade (ampliação 20x). Esta análise foi realizada por coloração 
hematoxilina-eosina (H&E) dos murganhos TRAMP+/+ com expressão basal (T+/+ CtrlLOF) e com 
deleção de Dll4 no endotélio (T+/+ eDll4LOF). 
  
 
2.2. Caracterização do desenvolvimento vascular tumoral 
Na análise das imagens obtidas por imunofluorescência anti-PECAM e anti-
αSMA (figuras 20), os murganhos T
+/+
 eDll4LOF apresentaram um aumento de 30% e 
40% da densidade vascular, resultados estatisticamente significativos, em comparação 
com os T
+/+






os resultados demonstraram uma diminuição de 20% e 35% no recrutamento das células 
do músculo liso, no final de ambas as experiências (figura 21b).  
 
 
Figura 20. Imunofluorescência indireta para deteção da densidade vascular e do recrutamento de 
células de suporte, em criosecções da próstata dos murganhos T
+/+
 CtrlLOF e T
+/+ 
eDll4LOF, às 18 e 
24 semanas de idade. PECAM/SMA/DAPI são imagens RGB com núcleos a azul (DAPI), vasos 
sanguíneos a verde (PECAM) e células de suporte a envolverem os vasos a vermelho (αSMA sobreposto 
a PECAM). PECAM: imagens do canal de CD31 que marcam os vasos sanguíneos. SMA: imagens do 
canal de αSMA com vasos que contêm células de suporte a branco. T+/+ CtrlLOF: murganhos TRAMP+/+ 











Figura 21. Análise dos resultados obtidos por imunofluorescência da (a) densidade vascular relativa 
e do (b) recrutamento de células de suporte dos tumores prostáticos ± desvia padrão, em 
murganhos T
+/+ 
eDll4LOF e T+/+ CtrlLOF, às 18 e 24 semanas de idade. T+/+ CtrlLOF: murganhos 
TRAMP+/+ com função normal de Dll4. T+/+ eDll4LOF: murganhos TRAMP+/+ com deleção de Dll4 no 
endotélio. As barras representam SEM, (*) representa p < 0,05, (***) p < 0,001 (n=4 para cada genótipo). 
 
 
 Relativamente aos controlos, a perfusão vascular encontrava-se diminuída nos 
grupos com perda-de-função endotelial de Dll4, em ambas as experiências (figuras 22 e 
23). A diminuição da perfusão nos vasos foi de 30% às 18 semanas e de 20% às 24 
semanas nos animais T
+/+















































































Figura 22. Imunofluorescência indireta para detetar a perfusão vascular em criosecções da próstata 
dos murganhos T
+/+
 CtrlLOF e T
+/+ 
eDll4LOF, às 18 e 24 semanas de idade. PECAM/Lectina/DAPI: 
imagens RGB representativas da perfusão vascular em tumores prostáticos, com núcleos a azul (DAPI), 
vasos sanguíneos a vermelho (PECAM) e vasos perfundidos a verde (lectina). PECAM: imagens do canal 
de CD-31 que correspondem à marcação dos vasos sanguíneos. Lectina: imagens do canal de 
estreptavidina ligada à lectina biotinilada que marca os vasos perfundidos. T+/+ CtrlLOF: murganhos 












Figura 23. Análise dos resultados obtidos por imunofluorescência da perfusão vascular relativa ± 
erro padrão, em tumores prostáticos de perda-de-função endotelial em Dll4 relativamente aos 
controlos, em animais com 18 e 24 semanas de idade. T+/+ CtrlLOF: murganhos TRAMP+/+ com função 
normal de Dll4. T+/+ eDll4LOF: murganhos TRAMP+/+ com deleção de Dll4 no endotélio. As barras 
representam SEM, (*) p < 0,05 e (**) p < 0,01 (n=4 para cada genótipo). 
 
 
 Os resultados referentes à extravasação vascular indicaram um aumento de 20% 
nos murganhos T
+/+ 
eDll4LOF em comparação com os T
+/+ 
CtrlLOF, às 18 semanas e de 
15% às 24 semanas (figura 24 e 25).  
  
Figura 24. Análise dos resultados obtidos por imunofluorescência da extravasação vascular relativa 
± erro padrão, em tumores prostáticos de perda-de-função endotelial em Dll4 em relação aos 
controlos, em animais com 18 e 24 semanas de idade. T+/+ CtrlLOF: murganhos TRAMP+/+ com função 
normal de Dll4. T
+/+
 eDll4LOF: murganhos TRAMP
+/+ 
com deleção de Dll4 no endotélio. As barras 




















































































eDll4LOF, às 18 e 24 semanas de idade. PECAM/Evans/DAPI: imagens RGB 
representativas da extravasação vascular, núcleos celulares apresentados a azul, vasos a verde e marcador 
de extravasação (Evans blue) a vermelho. PECAM e Evans: correspondem, respetivamente, ao canal que 
marca os vasos e ao canal que marca a extravasação vascular. T+/+ CtrlLOF: murganhos TRAMP+/+ com 









2.3. Análise de expressão génica por PCR em tempo real  
 Por último, os resultados obtidos pela análise quantitativa da expressão génica 
indicaram uma diminuição dos níveis de expressão de Dll4 e Hey2 nos murganhos T
+/+ 
eDll4LOF, em relação aos murganhos T
+/+ 
CtrlLOF. Este facto, confirma a perda-de-
função endotelial de Dll4 e a inibição da via de sinalização Dll4/Notch no grupo 
experimental. Além disso, verificou-se que com a diminuição dos níveis de expressão 
de Dll4, os níveis de Vegfa, Vegfr1, Tie2, PDGFRβ e efrinaB2 também se encontraram 
diminuídos. Contrariamente, os níveis de Vegfr2 e PECAM-1 encontraram-se 
aumentados. Todos os resultados mencionados foram observados no final de ambas as 
experiências, em níveis de expressão semelhantes.  
 
Figura 26. Expressão relativa de genes envolvidos na neo-angiogénese tumoral em murganhos 
TRAMP
+/+ 
com perda-de-função endotelial em Dll4 em comparação com os controlos. Esta análise 
foi realizada por PCR em tempo real em triplicado em três reações separadas, sendo todos os resultados 
obtidos normalizados para β-actina. GI: gene de interesse. T+/+ eDll4LOF: murganhos TRAMP+/+ com 
















































T+/+ eDll4LOF 18 wks 




























DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
 
Nos últimos anos foram efetuados grandes avanços no estudo da neo-
angiogénese tumoral e fisiológica, entre os quais a identificação do papel da via de 
sinalização Dll4/Notch como potente regulador da angiogénese durante a embriogénese, 
crescimento tumoral, cicatrização de feridas e na vascularização da retina (Benedito and 
Duarte, 2005, Suchting et al., 2007, Patel et al., 2006, Trindade et al., 2012, Mailhos et 
al., 2001). Dll4 é um ligando transmembranar da via de sinalização Notch 
extremamente importante ao atuar como regulador negativo da angiogénese, 
promovendo o equilíbrio entre a proliferação vascular e a maturação/quiescência dos 
vasos, em resposta a VEGF (Noguera-Troise et al., 2006, Ridgway et al., 2006, Scehnet 
et al., 2007). Deste modo, a sua importância na formação da árvore vascular e o facto da 
sua expressão se encontrar fortemente aumentada nos tumores originou o 
desenvolvimento de estudos de bloqueio da função de Dll4 no tratamento de tumores 
(Mailhos et al., 2001) .  
 Os estudos genéticos e farmacológicos do bloqueio de Dll4/Notch têm revelado 
um aumento da vascularização, e simultaneamente uma diminuição do crescimento 
tumoral, ao induzirem vasos imaturos, com menos perícitos e menor capacidade de 
perfusão (Li et al., 2007, Noguera-Troise et al., 2006, Scehnet et al., 2007, Ridgway et 
al., 2006). No entanto, ensaios clínicos com fatores anti-angiogénicos, como os 
inibidores de metaloproteases da matriz extracelular (MMP), demonstraram que os 
modelos tumorais xenotransplantados ectopicamente podem produzir resultados 
erróneos relativamente ao efeito real do fármaco na doença no homem (Coussens et al., 
2002; Cristofanilli et al., 2002). Assim, os contornos mecanísticos da função de Dll4 nas 
células endoteliais em geral, e em particular na regulação do plexo vascular tumoral, 
continuam por esclarecer. Com efeito, torna-se fundamental o estudo de murganhos 
mutantes ou transgénicos que apresentem formação de tumores autóctones, os quais 
refletem melhor as interações entre o hospedeiro e o tumor.  
 




No presente trabalho foi utilizado o modelo de murganhos transgénicos 
TRAMP, que desenvolve autoctonamente adenocarcinoma da próstata. Este modelo 
encontra-se bem descrito na literatura e a progressão tumoral ocorre de forma 
semelhante à doença nos humanos (Huss et al., 2001, Greenberg et al., 1995, Kaplan-
Lefko et al., 2003, Gingrich and Greenberg, 1996). Por esta razão, este modelo foi 
escolhido para estudar o impacto da expressão alterada de Dll4, nomeadamente, o 
ganho- ou a perda-de-função endotelial de Dll4, numa fase precoce (18 semanas) e 
numa fase tardia (24 semanas) do desenvolvimento tumoral.  
O modelo condicional de ganho-de-função utiliza o sistema indutível tet-on, para 
sobre-expressar o gene Dll4, tendo como vantagem a expressão de Dll4 poder ser feita 
apenas nas células endoteliais e poder ser controlada no tempo, mediante a indução por 
doxiciclina (Mallo, 2006, Trindade et al., 2008). Por outro lado, a perda-de-função 
condicional endotelial de Dll4 utiliza o sistema de recombinação indutível (Mallo, 




 por um lado possui o transgene 
Dll4
lox/lox
 que tem a região codificante de Dll4 flanqueada pelos locais loxP (Monvoisin 
et al., 2006, Koch et al., 2008). Nas células em que ocorre expressão da recombinase 
Cre, a sequência localizada entre os dois locais loxP é excisada criando um mutante 
nulo. Por outro lado, esta linha possui também o transgene VE-Cadherin-CreER
T2
 que 
permite a expressão controlada de CreER
T2
 no endotélio, uma vez que o elemento ER
T2 
é ativado somente na presença de tamoxifeno (Monvoisin et al., 2006). 
 
Os resultados obtidos, relativamente ao efeito da sobre-expressão endotelial de 
Dll4 no crescimento tumoral, no final de ambas as experiências, revelaram uma 
diminuição do peso da próstata nos murganhos TRAMP
+/+
 que possuem ganho-de-
função endotelial de Dll4 (T
+/+
 eDll4OE), em comparação com os murganhos 
TRAMP
+/+
 com expressão basal de Dll4 (T
+/+ 
CtrlOE). De igual modo, a análise do 
crescimento tumoral nos murganhos TRAMP
+/+
 com perda-de-função endotelial de Dll4 
(T
+/+
 eDll4LOF) demonstrou uma diminuição do peso da próstata, comparativamente 
com os murganhos que apresentam função normal de Dll4 (T
+/+ 
CtrlLOF). Porém, a 
análise histológica das próstatas pela coloração hematoxilina-eosina, demonstrou não 
haver diferenças consideráveis no grau de lesão apresentado pelos grupos experimentais 
 




versus grupos controlos, quer às 18 como às 24 semanas. Além disso, esta análise 
permitiu a identificação de um atraso no desenvolvimento das lesões prostáticas em 
comparação com o que se encontra descrito, tanto nos mutantes de ganho- como nos de 
perda-de-função endotelial de Dll4. Os murganhos TRAMP, às 18 semanas de idade 
deveriam apresentar adenocarcinoma bem diferenciado, e às 24 adenocarcinoma 
indiferenciado com formação de metástases (Gingrich and Greenberg, 1996, Kaplan-
Lefko et al., 2003). No entanto, a análise histológica realizada revelou lesões de grau 3 
(PIN elevado), às 18 semanas de idade, para ambos os grupos analisados e uma lesão de 
grau 5 (WD), às 24 semanas. Esta classificação foi baseada no esquema mais recente de 
classificação das lesões prostáticas nos murganhos TRAMP, tendo em conta a lesão 
mais grave apresentada e a lesão mais comum. O atraso na progressão tumoral dos 
murganhos verificado pode ser resultante de diferenças no fundo genético entre as 
linhas aqui apresentadas e as linhas em que este transgénico foi descrito. 
Posteriormente, o mecanismo de inibição do crescimento dos tumores 
prostáticos com sobre-expressão ou deleção endotelial de Dll4 foi estudado 
caracterizando-se a vasculatura tumoral destes, comparativamente com os grupos 
controlos. Com este intuito procedeu-se à análise de secções de amostras da próstata por 
imunofluorescência recorrendo-se a anticorpos específicos para a marcação do endotélio 
(PECAM) e células perivasculares (anti-SMA), para avaliação dos níveis de perfusão 
vascular (lectina) e extravasação (Evans Blue). Nos murganhos T
+/+
 eDll4OE os 
resultados revelaram uma diminuição, estaticamente significativa, da densidade e da 
extravasação vascular (indicador da permeabilidade dos vasos). Em contrapartida, 
observou-se um aumento do recrutamento de células de suporte (indicador da 
maturidade vascular) e da perfusão vascular (indicador da funcionalidade vascular). 
Estes resultados eram expectáveis, uma vez que a função de Dll4 parece estar 
relacionada com o impedimento do excesso de proliferação vascular, o estabelecimento 
da identidade e a estabilidade vascular. Por outro lado, a análise por imunofluorescência 
nos murganhos T
+/+
 eDll4LOF demonstrou um aumento da densidade vascular e da 
extravasação vascular e uma diminuição do recrutamento de células de suporte e da 
perfusão vascular. Deste modo, estes resultados indicam que apesar do aumento dos 
vasos neoformados observados, estes são mais imaturos e menos funcionais 
corroborando com o que se encontra descrito (Noguera-Troise et al., 2006, Ridgway et 
 




al., 2006, Scehnet et al., 2007). De salientar ainda, que todos estes resultados ocorreram 
em ambas as fases do desenvolvimento dos tumores prostáticos testados, nos dois 
modelos analisados.  
Por fim, os estudos fenotípicos dos murganhos TRAMP
+/+
 com ganho- ou perda-
de-função endotelial de Dll4 foram concluídos pela quantificação dos níveis de 
expressão (ARNm) de alguns dos genes envolvidos na regulação da angiogénese 
tumoral, os quais interagem com a via de sinalização Dll4/Notch. Os resultados obtidos 
em ambos os términos da experiência, não revelaram diferenças importantes entre si, 
dos níveis de expressão dos genes analisados. Como seria de esperar, os níveis de 
expressão de Dll4 no endotélio encontraram-se aumentados nos murganhos T
+/+
 
eDll4OE, em comparação com os de T
+/+ 
CtrlOE. Além disso, verificou-se que a 
expressão de Hey2, o principal efetor da via Notch no endotélio, também se encontra 
aumentada, confirmando que a indução a deleção de Dll4 afeta a sinalização Notch 
(Williams et al., 2006). Por sua vez, a expressão de Dll4 nos murganhos T
+/+
 eDll4LOF 
era nula comparativamente com os controlos, variando no mesmo sentido os níveis de 
Hey2, indicativo da inibição da via de sinalização Notch. Os níveis de expressão de 
Vegfa verificou-se estarem aumentados, possivelmente devido ao aumento da hipoxia 
nos tumores (Noguera-Troise et al., 2006, Patel et al., 2006). É conhecido o importante 
papel de Dll4 na regulação da sinalização por VEGF, ao controlar a expressão dos seus 
recetores transmembranares no endotélio (Veikkola et al., 2000, Neufeld et al., 1999). 
VEGFR1 possui uma afinidade cerca de 10 vezes superior para o ligando que VEGFR2, 
mas a sua atividade de cinase tirosina é extremamente fraca (Waltenberger et al., 1994). 
Assim, este recetor funciona como sequestrador de VEGFA, minimizando a sinalização 
pró-angiogénica ao contrário de VEGFR2 que é o principal mediador da ação de 
VEGFA. A sinalização VEGFR2/VEGFA estimula a proliferação, migração e 
sobrevivência das células endoteliais, assim como a permeabilidade vascular 
(Waltenberger et al., 1994). Em conformidade com o que se encontra descrito, os 
resultados observados revelaram um aumento da expressão do gene Vegfr1 e uma 
diminuição de Vegfr2 nos mutantes com ganho-de-função endotelial de Dll4, facto terá 
contribuído para a redução verificada na densidade da vasculatura tumoral e na 
permeabilidade dos vasos. Contrariamente, nos mutantes com perda-de-função 
endotelial de Dll4 observou-se uma diminuição dos níveis de Vegfa, possivelmente 
 




devido à diminuição dos níveis de Vegfr1 e ao grande aumento dos níveis de Vegfr2. 
Este aumento de Vegfr2 poderá ter sido suficiente para aumentar de forma significativa 
a resposta ao VEGF por parte das células endoteliais, promovendo a proliferação 
endotelial e assim o aumento da densidade vascular, e a permeabilidade vascular, 
conforme observado nestes murganhos. Em relação ao recrutamento de células de 
suporte (perícitos e células de músculo liso), os genes analisados concentraram-se nas 
vias de sinalização Ang1/Tie2, PDGFB/PDGFRβ e EfrinaB2/EphB4. O recetor Tie2, 
específico do endotélio, através da ligação a Ang1, expresso principalmente nas células 
perivasculares, é essencial na manutenção do endotélio quiescente, ao promover o 
recrutamento de células de suporte, a jusante da via de sinalização Dll4/Notch (Trindade 
et al., 2012, Thomas and Augustin, 2009). A sinalização PDGFB/PDGFRβ está 
envolvida na maturação vascular, sendo necessária no recrutamento de células de 
suporte durante a angiogénese (Abramsson et al., 2003) . Adicionalmente, a via 
EfrinaB2/EphB4, atua a jusante da via Notch na regulação do processo angiogénico e é 
reguladora da identidade endotelial e da maturação vascular (Adams et al., 1999, Wang 
et al., 1998, Djokovic et al., 2010). Posto isto, os resultados obtidos revelaram um 
aumento da expressão de Tie2, Pdgfrβ e efrinaB2 nos murganhos T
+/+
 eDll4OE e uma 
diminuição da expressão dos referidos genes, nos murganhos T
+/+
 eDll4LOF. Assim, 
pode-se concluir que o aumento da sinalização Dll4/Notch estabiliza os vasos tumorais 
ao aumentar a sinalização Ang1/Tie2, PDGF/PDGFRβ e EfrinaB2/EphB4, provocando 
um aumento do recrutamento de células de suporte, tendo a inibição da via Dll4/Notch o 
efeito oposto. Além disso, verificou-se que os níveis de expressão de PECAM-1 estão 
diminuídos nos animais T
+/+
 eDll4OE e aumentados nos animais T
+/+
 eDll4OE, servindo 
esta proteína como marcador da densidade vascular (Jackson, 2003). 
 
 Globalmente, os resultados apresentados neste trabalho sobre o efeito do ganho-
de-função endotelial de Dll4 em tumores prostáticos revelaram um fenótipo vascular 
oposto ao observado nos murganhos TRAMP
+/+
 com perda-de-função endotelial de 
Dll4, apesar da redução do crescimento tumoral verificado em ambos os casos. Esta 
observação tem como base os resultados ao nível da densidade tumoral, maturação e 
funcionalidade observados tanto através da análise por imunofluorescência, como por 
PCR em tempo real. Os resultados combinados destas duas análises complementam-se e 
 




permitem uma compreensão mais fiel e segura da função do gene Dll4 nos tumores 
prostáticos. 
 O efeito verificado nos murganhos TRAMP
+/+
 com sobre-expressão endotelial 
de Dll4 relativamente à funcionalidade e maturação dos vasos sanguíneos tumorais é 
benéfico, atrasando o crescimento tumoral pela elevada diminuição da densidade 
vascular. Adicionalmente, o aumento da maturação dos vasos pode diminuir a 
penetração das células malignas na corrente sanguínea e a sua metastização (os vasos 
mais estabilizados não são tão permeáveis) e ser benéfico, no que diz respeito à 
eficiência do fornecimento de citostáticos e outras fármacos aos tumores. Por outro 
lado, também as características vasculares observadas nos murganhos TRAMP
+/+
 com 
deleção endotelial de Dll4 poderão ser benéficas em terapêutica oncológica, uma vez 
que limitam o crescimento tumoral, em consequência do deficiente fornecimento de 
sangue ao tumor, essencial para o seu desenvolvimento. Assim, o tumor torna-se cada 
vez mais hipóxico, o que por sua vez estimula a produção de VEGF e outros fatores 
pró-angiogénicos, promovendo progressivamente uma maior proliferação da 
vasculatura imatura e pouco funcional. Além disso, a redução da competência dos vasos 
sanguíneos torna a vasculatura mais sensível ao uso de drogas inibidoras da 
angiogénese e pode limitar a saturação do tumor pelos citostáticos, aumentando assim a 
sua eficácia. Os potenciais benefícios tanto da sobre-expressão como da deleção de Dll4 
na eficácia quimioterápica deverão ser alvo de investigação futura. Seria importante o 
desenvolvimento de estudos semelhantes noutros tipos tumorais, de forma a determinar 
a ocorrência dos mesmos efeitos, a existência de eventuais efeitos também se verificam, 
se existem efeitos secundários e ainda, a sua durabilidade. De igual modo, seria também 
importante testar os efeitos destas possíveis novas formas terapêuticas em combinação 
com os tratamentos já existentes.  
 
  O presente trabalho demonstra que tanto o ganho- como a perda-de-função 
endotelial de Dll4 interferem com o crescimento tumoral prostático, ao inibir a resposta 
angiogénica tumoral ou ao promover uma angiogénese não produtiva, respetivamente. 
Dll4 assume-se assim como um importante regulador negativo do crescimento vascular, 
tendo um papel fulcral como regulador negativo do crescimento vascular angiogénico, e 
 




ao mesmo tempo, como regulador positivo dos fatores de normalização da vasculatura 
tumoral. Deste modo, os resultados obtidos representam uma boa base para o 
desenvolvimento de terapias agonistas e antagonistas de Dll4/Notch, que poderão vir a 
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1. Modo de preparação das soluções usadas 
1.1. Tamoxifeno 
Para 1mL de solução, pesa-se 10mg de tamoxifeno (Sigma-Aldrich, T5648-1G) 
e adiciona-se 100µL de etanol (Merck, 1.00983.1011) e 900µL de óleo de ricínio 
(Cremophor
®
 EL, Sigma-Aldrich, C5135). De seguida, é necessário sonicar a solução 
durante 10 minutos numa potência de 45W (Sonicador Bandelin Sonopuls HD 2070). 
Para se proceder à administração do tamoxifeno, aquece-se a solução em banho-maria a 
37ºC e administra-se 100µL desta (50 mg de tamoxifeno/kg de peso vivo, sendo o peso 
médio de 35g ± 5g) por via intraperitoneal, com seringa de insulina (de 1mL) e agulha 
de 21 G x 1½”, 0,8 x 40 mm, a murganhos com 8 semanas de idade, uma vez por dia à 
mesma hora durante 5 dias. 
 
1.2. PBS (phosphate-buffered saline) 
Esta solução tampão é uma solução salina que ajuda a manter o pH constante 
(isotónico). Esta foi preparada pela adição de 80g de NaCl, 2g de KCl (Merck, 
1.04936.0250), 14,4g de Na2HPO4 (Merck, 1.06586.0500) e 2,4g de KH2PO4 (Merck, 
1.05108.0500) a 800mL de água desionizada. Acertou-se o pH a 7,4 com NaOH 
(Merck, 1.06482.1000) e adicionou-se água desionizada até ao volume final de 1L. De 
seguida, a solução foi autoclavada, a 121ºC durante 20 minutos. 
 
1.3. Solução de Tail Buffer
 
Utilizou-se esta solução para se proceder à lise das caudas de cada animal a 
genotipar. Para tal, misturou-se 5,9g de NaCl, 50mL de Tris (hydroxymethyl)-






(ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate, 99%, Sigma-Aldrich, E5134) 
a 500mM e 100mL de SDS (sodium  dodecyl sulfate, Merck, 1.13760.0100) a 10%. 
Perfez-se o volume final de 1L com água desionizada e autoclavou-se para esterilizar, a 
121ºC durante 20 minutos.  
 
1.4. Solução de TE (tris-EDTA) 
Este tampão é comumente usado para ressupender e proteger a degradação do 
ADN das amostras de cauda dos animais. A solução de trabalho com concentração 1x 
foi preparada a partir de uma solução stock de 10x. Esta foi preparada adicionando-se 
1,21g de Tris e 0,34g de EDTA a 800mL de água desionizada. Homoginou-se a solução 
e acertou-se o pH com HCl concentrado (Sigma-Aldrich, H7020) para 7,5. Por último, 
perfez-se o volume final de 1L com água desionizada e esterilizou-se autoclavando a 
121ºC durante 20 minutos. Para se obter a solução de trabalho dilui-se a solução stock 
1:10 com água desionizada e manteve-se a solução à temperatura ambiente durante 6 
meses. 
 
1.5. Tampão de eletroforese: TAE (tris-acetato-EDTA) 
Usado como solução base à qual se adiciona a agarose em pó para se fazer o gel 
e como tampão de eletroforese usado na tina de eletroforese. A solução de trabalho 
(TAE 1x) é feita a partir de uma solução stock concentrada a 50x. Esta foi preparada 
adicionando-se 242g de Tris-base (Sigma, T6066), 57,1mL de ácido acético glacial 
(Merck, 100056), 100mL de EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt 
dihydrate, 99%, Sigma-Aldrich, E5134) a 0,5M pH8.0 e água desionizada, para um 
volume final de 1L. 
 
1.6. Avertina 
Anestésico usado para anestesiar os machos, tribomoetanol recorrentemente 






depois da injeção intraperitoneal, e produz uma boa analgesia durante 40 a 90 minutos, 
com bom relaxamento da musculatura esquelética e apenas um grau moderado de 
depressão respiratória. A solução tribomoetanol de trabalho (2,5%) é feita a partir de 
uma solução stock de 100%. Esta solução de 100% é preparada dissolvendo 10g de 
2,2,2-tribomoetanol (Aldrich, T4.840-2) em 10mL de 2-metil-2-butanol (Aldrich, 
24.048-6), a 40ºC com agitação. Após o tribomoetanol estar dissolvido, a solução é 
filtrada em filtro Millipore de 0,5µm. A solução é armazenada a 4ºC, em recipiente 
protegido da luz. Por sua vez, para se obter a solução de trabalho de avertina dilui-se a 
solução stock a 100% num volume apropriado de PBS para uma concentração final de 
2,5%. Agita-se vigorosamente até se dissolver. Normalmente injeta-se 0,5mL de 




DAPI (4,6-diamino-2-fenil indol) é um agente intercalador, que funciona como 
marcador dos núcleos celulares, isto é, como agente de contrate indicador da estrutura 
dos tecidos. A sua preparação foi feita através da adição de 5mg (4’,6-diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride hydrate, que cora os núcleos celulares) que cora os 
núcleos celulares) (Sigma, D9564) a 50mL água bidestilada e agita-se a solução, com 
agitador magnético, durante 60 minutos. Filtra-se a solução com filtro de poro 0,22µm e 
guarda-se a -20ºC em alíquotas de 500µL. 
 
1.8. Mowiol 
Funciona como meio de montagem. O Mowiol preparou-se pela adição de 2,4g 
de Mowiol 4-88 (Calbiochem, 475904), 6g de glicerol (Merck, 1.04095.0250), 6mL de 
água bidestilada e 12mL de 0,2M Tris pH8,5 e coloca-se esta mistura a agitar durante 6 
horas. De seguida, deixa-se a mistura repousar durante 2 horas. Depois coloca-se a 
mistura a 50ºC até dissolver Após centrifugação alíquota-se o sobrenadante e guarda-se 









1. Protocolos de PCR 
1.1. Linha transgénica TRAMP 
 
Tabela 1. Sequências de oligonucleótidos iniciadores (primers) usados na reação de PCR. 
Nome Sequência oligonucleotídica (5’-3’)
 
Amplicão (pb) 
MβCx7 For GATGTGCTCCAGGCTAAAGTT 
500 WT 
MβCx7 Rev AGAAACGGAATGTTGTGGAGT 
Pb-1 For CCGGTCGACCGGAAGCTTCCACAAGTGCATTTA 
600 TRAMP 
SV40Tag Rev CTCCTTTCAAGACCTAGAAGGTCCA 
 
Tabela 2. Mistura de reação de PCR. 
Componentes Concentração (mM) Volume (µL) 
H2O SDW - 10,5 
Tampão de PCR 5x 5 
dNTPs mix 10 1 
MgCl2 25 1 
Primers 10 1 
polimerase Taq ADN  - 0,5 
DNA 50 2 












Tabela 3. Programa de termociclador. 
Programa Temperatura (ºC) Tempo (min) 





Síntese final 72 8 
∞ 4 ∞ 
 
 




Tabela 4. Sequências de oligonucleótidos iniciadores (primers) usados na reação de PCR, para TetO7-
Dll4. 








Tabela 5. Sequências de oligonucleótidos iniciadores (primers) usados na reação de PCR,  
para VE-Cadherin-CreERT2. 















Tabela 6. Mistura de reação de PCR para ambas as linhas. 
Componentes Concentração (mM) Volume (µL) 
H2O SDW - 10,7 
Tampão de PCR 5x 5 
dNTPs mix 10 0,5 
MgCl2 25 1,6 
Primers 10 0,5 
polimerase Taq ADN  - 0,2 
DNA 50 2 
Volume final 20 
 
 
Tabela 7. Programa de termociclador. 
Programa Temperatura (ºC) Tempo (min-seg) 





Síntese final 72 3´ 
∞ 4 ∞ 
 
 
1.3. Linha transgénica Tie2-rtTA 
 
Tabela 8. Sequências de oligonucleótidos iniciadores (primers) usados na reação de PCR. 














Tabela 9. Mistura de reação de PCR. 
Componentes Concentração (mM) Volume (µL) 
H2O SDW - 4,28 
Tampão de PCR 5x 2,4 
dNTPs mix 2,5 0,96 
MgCl2 25 0,96 
Primers 20 0,6 
polimerase Taq ADN  - 0,2 
DNA 50 2 
Volume final 12 
 
 
Tabela 10. Programa de termociclador. 
Programa Temperatura (ºC) Tempo (min-seg) 





Síntese final 72 10’ 
∞ 4 ∞ 
 
 
1.4.  Linha transgénica Dll4lox/lox 
Tabela 11. Sequências de oligonucleótidos iniciadores (primers) usados na reação de PCR. 
Nome Sequência oligonucleotídica (5´-3´)
 
Amplicão (pb) 
Dll4 5´lox GTGCTGGGACTGTAGCCACT 419 WT 










Tabela 12. Mistura de reação de PCR. 
Componentes Concentração (mM) Volume (µL) 
H2O SDW - 10,7 
Tampão de PCR 5x 5 
dNTPs mix 2 2,5 
MgCl2 25 2 
Primers 20 1,25 
polimerase Taq ADN  - 0,2 
DNA 50 2 
Volume final 25 
 
 
Tabela 13. Programa de termociclador. 
Programa Temperatura (ºC) Tempo (min-seg) 





Síntese final 72 10´ 









2. Protocolo PCR em tempo real  
 
 
Tabela 14. Sequências de oligonucleótidos iniciadores (primers) usados na reacção de PCR em tempo 
real. 
Nome Sequência oligonucleotídica (5´-3´) Gene 
beta-actin Fwd GATCCTCACGGAATTCATGG 
βactina 
beta-actin Rev GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 
Dll4 ? F GGAACCTTCTCACTCAACATCC 
Dll4 
Dll4 ? R CTCGTCTGTTCGCCAAATCT 
PECAM F2 CAAGCAAAGCAGTGAAGCTG 
Pecam 
PECAM R2 TCTAACTTCGGCTTGGGAAA 
Hey2 ? F TGCCAAGTTAGAAAAGGCTGA 
Hey2 
Hey2 ? R CACTCTCGGAATCCAATGCT 
VEGFA ? F GGAGAGCAGAAGTCCCATGA 
Vegfa 
VEGFA ? R ACACAGGACGGCTTGAAGAT 
VEGFR1 ? F GACCCTCTTTTGGCTCCTTC 
Vegfr1 
VEGFR1 ?  R CAGTCTCTCCCGTGCAAACT 
VEGFR2 F GGCGGTGGTGACAGTATCTT 
Vegfr2 
VEGFR2 R GAGGCGATGAATGGTGATCT 
Tie2 - F CCCCTGAACTGTGATGATGA 
Tie2 
Tie2 - R CTGGGCAAATGATGGTCTCT 
PDGFR-beta F TGATGAAGGTCTCCCAGAGG 
Pdgfrβ 
PDGFR-beta R AGGAGATGGTGGAGGAAGTG 
EPHRINB2 F2 TCCCTTTGTGAAGCCAAATC 
efrinaB2 












Tabela 15. Mistura de reação de PCR em tempo real para as amostras em triplicado. 
Componentes Concentração  Volume (µL) 
Power SYBER Green Master Mix - 20 
Primers 2µM 1,1 
cADN Amostra 400ng 0,81 
-95.Água SDW 25 19,2 
Volume final 12 
 
Tabela 16. Mistura de reação de PCR em tempo real – controlo negativo. 
Componentes Concentração  Volume (µL) 
Power SYBER Green Master Mix - 6,25 
Primers 2µM 0,4 
Água SDW 25 5,85 
Volume final 12 
 
Tabela 17. Programa de termociclador em tempo real. 
Programa Temperatura (ºC) Tempo (min-seg) 




Dissociação De acordo com os parâmetros pré-definidos 
 
